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Le récent rapport du professeur R.-J. Dubos et de M™ G. Conge 
au Séminaire sur les Méthodes d’Etude du BCG [6] montre la 
place que les épreuves de protection de la souris ont prise dans 
lexpertise de ce vaccin, a la suite des premieres études de la 
tuberculose de la souris, par Boquet et Négre [5], de la démons- 
tration du pouvoir protecteur du BCG pour la souris, par Besta 
et Lenneberg |4], des premiéres comparaisons de souches de BCG, 
comparaisons effectuées en utilisant la souris comme animal 
d’expérience par Stewart [17] et Dubos, Pierce et Schaeffer [7, 
8, 15]. 

Nous avons été amenés a étudier {4, 2, 3, 12], a la suite de 
ces derniers auteurs, la survie et la multiplication d’une dose 
donnée de BCG dans les organes de la souris, aprés avoir constaté 
que les techniques que nous avions mises au point [414] ou utili- 
sées [13] pour étudier l’action d’analogues de la vitamine K et 
celle de la somatotrophine sur la tuberculose de la souris s’étaient 


(*) Travail exécuté avec l’aide du Ministére de la Santé de la Pro- 
vince de Québec (Subventions fédérales-provinciales aux recherches 


sur la santé publique). 
(**) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 14 mai 1959. 
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révélées impropres l'étude de son immunisation par le 
BCG. Nous avons voulu rechercher si le pouvoir de survie et 
de multiplication du BCG dans les organes de Ja souris permet- 
trait, notamment, de caractériser la culture d’origine et d’évaluer 
son pouvoir immunisant. Divers facteurs peuvent affecter cette 
survie et cette multiplication, notion qui se superpose tres exac- 
tement a celle plus classique de virulence. Le professeur Dubos 
nous a encouragés a préciser ces facteurs. Nous avons voulu 
savoir quelle corrélation pouvait exister entre ce critére et ‘e 
pouvoir protecteur d’une dose égale de BOG contre une infection 
virulente. S’il existait une corrélation, la seule mesure du pouvoir 
de survie et de multiplication permettrait d’apprécier le pouvoir 
immunisant du BCG sans que soit nécessaire la manipulation de 
cultures virulentes., 

Dans ce but, nous avons adopté une procédure expérimentale 
uniforme : un inoculum déterminé de BCG ou de bacilles tuber- 
culeux virulents est injecté par voile intraveineuse 4 des groupes 
de souris de souche DBA/1. Les souris sont toutes des femelles 
et chaque groupe expérimental a un Age défini. Au bout de temps 
arbitrairement fixés, des animaux sont sacrifiés et l’on détermine 
la teneur du foie, des poumons, de la rate en unités viables. 

Cette méthode rend compte, en fonction du temps, de la multipli- 
cation et de la survie aussi bien de bacilles virulents que du BCG, 
que ce soit indépendamment l’un de l'autre, ou successivement. 

Trois types d’expériences ont été réalisées d’aprés ce protocole 
général. 

1° La SURVIE ET LA MULTIPLICATION D'UNE DOSE DE BCG cHEz LA 
SOURIS NEUVE EN FONCTION DU TEMPS ECOULE DEPUIS L’ INOCULATION. 


Sept groupes de cinq souris anesthésiées au nembutal (8 mg 
par 100 g de poids) recoivent par la vole intrajugulaire 0,25 ml 


Tasreau I. — Contréle de l’inoculum de BCG frais. 
1077 mg 1074n¢g mn. 
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Le BCG est ajusté a 78 p. 100 T & 450 my; nous considérons alors 4 mg/cm’. 

(*) Chaque lettre correspond A une pipette étirée. (**) Chaque chiffre représente 

le nombre de colonies par fiole. 1/4 cm? x 10—2 mg est injecté aux animaux : 

avec Jes résultats obtenus de numération. La conversion = 255 A 10—3 ou 2550 

a 10 ceci pour 1/20 cm? (II gouttes calibrées) au 1/4 cm3 = 2550 x 5 = 12 750 
ou 14000 suivant la dilution choisie. 
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d'une suspension de BCG préparée a partir d’un voile de quatorze 
jours, diluée 4 10-* mg/ml, soit environ 15 000 unités viables 
par dose. Les souris sont tuées sous anesthésie une, deux, trois, 
quatre, sept, onze semaines aprés l’inoculation de BCG. ‘Le nombre 
d’unités viables présentes dans Je foie, la rate, le poumon est 
évalué pour chacune des souris de chaque groupe. 


TasLeau I]. — Contrédle de l’‘inoculum de H37Rv. 


Fxpérience survie et multiplication : BCG 1 semaine 


107mg : r 
Pan - 189) - 163 - 159 - 124 149 
190) 2.148 = 154.5263 148 157 
199 - 167 - 172 - 177 - 200 133 
158 — 165 — 172 = 182 = 177 ply al 
116 - c¢ —- 139 - 156 - 157 alah 


moyenne 155 
Z E (3) 
Unites viables injectées en moyenne par animal : 155 x5 = 1S 
Expérience survie et multiplicatien : BCG 2 semaines 
107 >mg 
138 - 159 - 132 - 182 - 139 150 
140 - 149 - 148 - 148 - 170 151 
150 = 151 - 129 ~ L46 — 126 140 
130 - 142 - 155 - 161 - 156 149 
13a 5S — 6S) — 053) 157 
moyenne 149 
Unités viables injectées en moyenne war animal LAS) xe SiS 75 


Expérience survie et multiplication : 5UG 5 semaines : 


4) 107mg 

4 Puy = PUM = Apa & Meh = Ase: 236 

= 232 = 225, = 259) = 220. = 237 

Unités viables injectées en moyenne per animal : 236 x 5= 1180 


Expérience survie et multivlication : BUG 9 semaines : 
(4) 10-~ng ‘°) 
A 51 —- 65 - 51 = 60 - 60 — 63 - 49 — 50 moy. 56 


Unités viables injectées en moyenne oar unité : 56 x 10 x 5 = 2,800 


(1) Chaque lettre représente une pipette étirée calibrée donnant 1/20 ml pour 
II gouttes ; (2) Chaque chiffre = nombre de colonies par fiole 4 la dilution indi- 
quée ; (3) Ces valeurs = colonies dans 1/20 ml; mais nous injectons 1/4 ml : 
(4) Les autres sous-échantillons étaient contaminés ; (5) La dilution 10— a donné 


des erreurs techniques. 
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2° LA SURVIE ET LA MULTIPLICATION DE Mycobacterium tubercu- 
losis var. hominis H387Rv cHEz LA SOURIS INOCULEE PREALABLEMENT 
AvEc pu BCG. 


Des groupes de souris ayant recu la méme dose de BCG que 
celles du groupe précédent, depuis une, deux, cing et neuf 
semaines, sont inoculées avec 5000 unilés viables de H87Rv ct 
sont sacrifiées deux semaines aprés la surinfection, soit trois, 
quatre, sept et onze semaines aprés injection du BCG. 


3° LA SURVIE ET LA MULTIPLICATION DE BACILLES TUBERCULEUX 
VIRULENTS CHEZ LA SOURIS NEUVE. 


Cette expérience est organisée dans l'ensemble comme la pré- 
cédente. Elle a pour but non seulement de lui servir de témoin, 
mais aussi d’apprécier l’influence du vieillissement des souris. 
Des souris de méme Age expérimental que celles de l’expé- 
rience n° 2 au moment ae leur vaccination, soit de 1, 2, 5 at 
§ semaines, sont inoculées avec 5000 unités viables de H387Rv 
et sacrifiées quinze jours apres, pour apprécier la teneur du foie, 
de la rate et des poumons en unités viables. 


M&ETHODES EXPERIMENTALES. 


CuLtures. 1° BCG (Mycobacterium tuberculosis var. bovis 
BCG). -- La culture que nous avons utilisée était un repiquage 
de celle qu’utilise le Laboratoire du BCG de 1’Institut de Micro- 
biologie et d’Hygiéne de |’Université de Montréal. La souche 
originale a été recue en 1937 de l'Institut Pasteur; elle a été 
entretenue depuis en lui faisant subir cing passages de quatorze 
jours sur pomme de terre glycérinée et un passage sur pomme de 
terre glycérinée biliée alternalivement. 


2° H37Rv (M. tuberculosis var. hominis, H37Rv). — Cette cul- 
ture provient du Standard Depot, Trudeau Laboratory, Saranac, 
N. Y. Nous la devons a la courtoisie de M. W. Steenken Jr. 


ENTRETIEN DES CULTURES. 


Les cultures de BCG sont entretenues en suivant la méthode 
indiquée plus haut. 


Un ballon de milieu de Sauton liquide est ensemencé avec la 
culture de 14 jours du premier passage sur pomme de terre 
glycérinée, faisant suite au passage sur pomme de terre biliée. 
Le voile qui apparait sur le milieu de Sauton est utilisé au bout 
de sept jours pour ensemencer un deuxiéme ballon de Sauton. 
Crest le voile développé sur ce milieu pendant quatorze jours 
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qui sert a la préparation du vaccin, en suivant la technique 
courante a l'Institut de Microbiologie et d’Hygiéne de I’ Université 
de Montréal. 

La culture de H87Rv provient du repiquage en milieu de 
Dubos, tous les huit a dix jours, durant six mois, d’une culture 
sur miheu de Leewenstein-Jensen. Les passages en milieu de 
Dubos ont été poursuivis depuis, pendant une année, sans perte 
apparente de virulence. 


Animaux. — Nous avons utilisé des souris femelles’ de la 
souche DBA/1, regues du Roscoe B. Jackson Memorial (Bar. 
Harbor, Maine) et Agées de 4 semaines. 

Logement. — Les souris sont placées dans des bocaux de forme 
a peu prés cubique, servant habituellement a la distribution d’un 
produit de nettoyage (« Lamorene »). Ces bocaux dont la capacité 
est d’environ 3 1 ont une large ouverture sur laquelle se visse 
un couvercle métallique. Nous avons fait pratiquer dans la partie 
circulaire de ce couvercle une ouverture de 8 cm de diamétre 
sur laquelle s’adapte un disque de cellulose (Johnson and Johnson 
« Rapid flow », filter pad.). Un autre trou est obturé par un 
bouchon de caoutchouc qui laisse passer un tube de 8 mm de 
diamétre servant a la distribution de l’eau contenue dans une 
bouteille de 125 cm’. 


Alimentation, litiére. — Les souris regoivent deux fois par 
semaine des comprimés alimentaires (Pellets, Purina Fox-chow 
et Pellets, Purina, Master Chow, a parties égales). 

La litiére est constituée par des copeaux de bois non résineux. 

Deux fois par semaine, les souris sont changées de bocaux, 
en prenant les précautions de sécurité qui s’imposent. 

Le logement des souris s’inspire des indications générales de 
Solotorowsky [16]. 


Préparation des suspensions d’organes en vue des numérations. 
— Au bout de la période d’observation, les souris sont tuées par 
inhalation de chloroforme. Le foie, la rate et les poumons sont 
prélevés aseptiquement et portés dans de petits mortiers de por- 
celaine stériles, un pour chaque organe. Les tissus sont broyés 
avec 3,5 g d’Alundum « 90 mesh », alumine cristallisée et 5 cm? 
de fraction V d’alumine bovine en solution aqueuse a 2 p. 100, 
conformément a la technique décrite par Dubos, Pierce et 
Schaeffer [7, 8, 45]. 


Numeration des unités viables de BCG ou de H37Rv dans les 
organes. — Nous utilisons une modification de la méthode de 
Julius et Voorhorst [40, 18]. Ce mode opératoire nous permet 
d’éviter le plus possible les dilutions en série : le milieu de culture 
(milieu solide de Dubos 4 la fraction V) est réparti stérilement 
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dans des flacons de 8 ml de capacité (Brucella vaccine vials) 
a raison de 2 ml par flacon. Le milieu est maintenu en surfusion 
au bain-marie a 43° C et ensemencé avec 0,05 ml de la suspension 
de tissus préparée suivant la technique indiquée plus haut. Ce 
volume de 0,05 ml est donné par une pipette Pasteur dont leffi- 
lure est calibrée. La solidification du milieu sur les parois du 
flacon est réalisée a l'aide des appareils décrits par Julius {40] 
et modifiés par Voorhorst [48]. Les flacons sont portés a |’étuve 
a 87°C et y sont gardés durant vingt et un jours, couchés sur 
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Fic. 1. — Survie et multiplication du BCG (foie, poumon, rate) chez la souris. 


le coté. A la fin de cette période, les colonies sont comptées en 
utilisant Pappareil de Julius et Voorhost qui permet d’examiner 
tour a tour les points de la surface du milieu a travers une fente, 
celle-ci a exaciement pour largeur le pas de vis qui fait progresser 
le flacon dans Je sens de son grand axe durant l’examen. Dans 
la technique originale les colonies sont examinées a l'aide d’une 
loupe. Nous préférons utiliser un microscope stéréoscopique. Le 
nombre de colonies comptées dans un flacon donné correspond 
au nombre d’unités viables dans 0,05 ml de la dilution choisie. 


Les valeurs utilisées sont la moyenne des lectures effectuées sur 
4, flacons. 


Dispositifs de sécurité utilisés dans la manipulation des produits 
virulents. — Les inoculations et les autopsies de souris, le broyage 
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des organes, l’ensemencement des flacons, la manipulation des 
souris injectées et en particulier leur transfert d’un bocal a l’autre 
sont effectués sous hotte. Tous les pipettages sont faits en utili- 


Tatteau Ill. — Résultats de la survie et multiplication du BCG seul 
chez la souris (nombre d’unités viables récupérables par rate, 


poumon ou foie [moyenne]). 


Temps de dissémination No. animaux | aste | role Foumon 
semaines 
1 
2 
1 3 
4 
moyenne : 
3 
2 
2 3 
4 
Moyenne : 
iy 698, 000 
349 ,000 
3 346 ,000 
104,000 
602,000 
4 
134,000 
133,000 94,000 
36,000 71,000 
5 16,000 42,000 
126,006 200 , 000 
78 OVO 102,000 
7 6,000 
35,000 
23,000 
moyenne : 4,000 21,000 
i 1,000 ) 8,000 
2 1,000 0) 6,000 
- 3 a) 2,000 22,000 
ioyenne 1,000 1,000 12,000 


sant le dispositif spécial connu sous le nom commercial 


de 


« Propipettes » Instrumentation Associates Inc. New York 32, 


N. Y. La hotte est munie d’un tube a rayons ultra-violets. 
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RESULTATS. 


1° Survie ET MULTIPLICATION pu BCG. — Les valeurs établies 
pour chacun des organes restent élevées jusqu’a la troisiéme 
semaine, pour décroitre entre la cinquiéme et la neuviéme 
semaine de 50 4 75 p. 100 (fig. 1 tableau III). 
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chez la souris. 


2° SURVIE ET MULTIPLICATION DE Mycobacterium tuberculosis 
var. hominis H87Rv CHEZ LA SOURIS PREALABLEMENT INOCULKE AVEC 
pu BCG, — Tout se passe comme si, chez les animaux immunisés, 
H37Rv ne se multipliait pas, méme apres la septiéme semaine, 
alors que le BCG ne peut plus étre mis en évidence de facon 
appréciable. La résistance est encore considérable aprés la 
onziéme semaine. 
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L’examen des tableaux et des courbes dressées d’aprés Je total 
des valeurs moyennes du nombre d’unités viables présentes dans 
le foie, la rate et le poumon des souris d’un méme groupe, montre 
que ces valeurs sont peu différentes de celles qui correspondent 
aux animaux nayant recu que du BCG (fig. 3, tableau IV). 


Tasteau IY, — Résultats de la survie et multiplication du BCG et du 
H37Rv chez la souris (nombre d’unités viables récupérables par 
rate, foie ou poumon [moyenne]). 


——— 


; Y = 
Temps de dissemination ie animaux Foie Founon ete 
a 365,00 $5,000 820,000 
2 111,000 64,000 459,000 
1 semaine BCG + 2 semaine 3 eee Se 
HB 7Rv : he 142,000 | 109,090 466,000 
5 261,000 | 92,000 525,000 
moyenne: 282,000 | 107,000 631,900 
i 159,009 85,000 851,000 
2 86,000 | 82,000 445,009 
2 geneines BCG + 2 semaines| pp nies cae ete 
HOTRY 4 63,000 24,000 180,990 
5 49,000 | 189,000 579,000 
moyenne: 84,000 | 10k,000 492,000 
1 37,000 
2 53,000 
5 semaines BUG + 2 se- 3 56,000 
meines H37Rv 4 31,000 


«| moyenne ; 


44,000 


semaines BCG + 2 se- 
maines H37Rv 


moyenne: 


3° SuRVIE ET MULTIPLICATION DE Mycobacterium tuberculosis 
var. hominis H37Rv cHEZ LA SOURIS NEUVE. — Cette expérience 
montre la réalité et importance de la multiplication de H87Rv 
chez des souris dont l’4ge expérimental est compris entre 1 et 
9 semaines, quinze jours aprés l’inoculation virulente (délai uni- 
forme adopté pour la surinfection). Les résultats groupés dans 
le tableau V et la figure 2 confirment les travaux de Dubos, Pierce 
et Schaefer [7, 8, 15]. Ils montrent qu’indépendamment de tout 
accroissement de la résistance dd 4 une inoculation immunisante, 
la multiplication des bacilles dans les organes diminue en fonction 


de lage. 
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Discussion. 


Ce travail avait pour but la mise au point d’une méthode 
d’étude de la survie et de Ja multiplication du bacille tuberculeux 
dans les organes de souris neuves ou soumises préalablement 
a une injection de BCG. Nous avons done établi les techniques 
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Fic. 3. — Survie et multiplication de H37Ry (influence de lage des souris). 


expérimentales, les variations de la teneur en unités viables de 
trois organes considérés en fonction du temps et de lage des 
animaux. 

Comme cette comparaison a été faite en inoculant A des groupes 
comparables de souris soit du BCG puis des bacilles virulents, 
soit ces bacilles virulents seuls, il est relativement facile d’étudier, 
en fonction du temps, les divers facteurs qui peuvent influer sur 
Je sort de ces Mycobactéries dans l’organisme de la souris. 


MULTIPLICATION DU BCG ET DU B. TUBERCULEUX 447 


Dans la premiere expérience (BCG seul) tout se passe comme 
si les bacilles inoculés se multiphiaient durant quatre semaines et 
disparaissaient progressivement des organes. Les valeurs moyennes 
de ces nombres d’unités comme le montre la figure 1 sont sem- 
blables et leurs maximums se siluent dans les trois cas a quatre 
semaines. 


Tarreau V. — Résultats de la survie et multiplication de H37Rv seul 
chez des souris d’Ages divers (nombre d’unités viables récupé- 
rables par rate, foie ou poumon [moyenne]). 


* 


a) ‘ 
Ages des animaux NO. roumon 


305,000 852,000 
146 ,000 389,000 
292,000 835,000 
352,000 1,477,000 
259,009 1,153,000 


moyenne ; 271,000 941,000 


269,000 651,000 
207,000 959 , 900 
209,090 1,086,000 
269,000 837,000 
242,000 807,000 
moyenne : 239,000 877,099 


175,000 628,000 
259,000 756 ,000 
205,000 oy 454,000 
163,900 720 ,000 
204,000 553,090 


Moyenne : 201,000 662,900 


101,090 285,090 
86,000 403,000 
40,000 286 4000 
$5,000 279,000 


moyenne ; 28,000 313,000 


(*) Ages A partir du début de l’expérience. 


‘La courbe « BCG + H87Rv » (tableau IV et fig. 2) a été établie 
en faisant la numération d’un mélange de colonies de BCG et de 
H387Rv, provenant de l’ensemencement des unités viables pré- 
sentes dans le produit de broyage des organes. L’allure générale 
de cette courbe, sa situation par rapport aux courbes « BCG seul » 
et « H387Rv seul» ne permettent pas d’établir les proportions 
respectives de BCG et de bacilles virulents dans le mélange. 
L’étude de la morphologie des colonies toutes eugoniques et R 
ne peut donner de renseignements valables sur le type des colo- 
nies en cause. En attendant qu'une méthode adéquate permette de 
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différencier les colonies de BCG de celles de bacilles virulents, 
nous devons admettre que, provisoirement, il est difficile de donner 
une interprétation stricte des valeurs indiquées pour le BCG seul 
et le mélange BCG + H87Rv entre la troisiéme et la septiéme 
semaine. Nous nous croyons néanmoins autorisés a admettre que 
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H37Ry (lots de souris neuyes et de souris immunisées au BCG). 


la prolifération de H37Rv chez la souris ayant recu du BCG est 
trés nettement entravée, alors que celle de H37Rv seul est, de 
toute évidence, plus marquée dans les organes du groupe corres- 
pondant de souris (fig. 4). Entre la septiéme et la onziéme 
semaine, il existe un décalage trés marqué entre la teneur des 
organes en BCG ou en BCG + H87Rv (qui est trés faible, pour 
devenir difficilement appréciable) et leur teneur en H87Rv qui, 
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méme & la onzieme semaine, reste considérable. Ainsi, entre ta 
septieme et la onziéme semaine, il est évident que la résistance 
a la multiplication et 4 la survie de H37Rv est tres marquée alors 
que l’inoculum de BCG est en voie de disparition. Il convient, 
comme nous l’avons indiqué, de tenir compte de influence de 
lage des souris sur la résistance des divers organes a la multi- 
plicati ion de H87Rv (fig. 3). D’autre part, lorganisme neuf de 
Ja souris ne constitue pas un milieu de culture inerte. Il s’oppose 
a l’envahissement par le BCG et par H37Rv, avec un succés inégal 
suivant les organes, ainsi que le montre l’expérience annexe 
relatée dans i tableau Vi. 


Tasreau VI. — Multiplication dans les organes de la souris et dans 
le milieu de Dubos de doses comparables de BCG et de H37Rv 
pour une période de quinze jours. 


Unités viebles retrouvies Unités viebles re- 
chez des souris trouvées en Dubos 


Unités viables inoculées 
en vabos ou chez des souris 


Foie: 115090 
Youmon: 62000 56,009,009 


14,000 Rate: 18000 
| See 66333 Gain: 4,000 
rain : Bie 
1384759 
3000 20,099,090 


237Rv 5,000 Rate: 698250 
ywoyenne 295333 Gain: 4,009 | 
ain: 60. 

——— 4 i 


L’analyse des résultats détaillés des numérations montre que 
les résultats obtenus a l’examen du foie et du poumon n’influencent 
pas de facon notable le total des valeurs d’unités viables corres- 
pondant au foie, au poumon et a la rate. Il semble donc que l’on 
puisse se borner dans des expériences de ce type A apprécier ia 
survie et la multiplication des bacilles dans la rate seule. Il ne 
nous a pas été possible de montrer que lorsque la multiplication 
des bacilles s’atténuait dans la rate, elle augmentait corrélative- 
ment dans le poumon (fig. 1). 


CONCLUSIONS. 


1° Le BCG inoculé a la souris se multiplie dans le foie, le 
poumon et la rate. Cette multiplication atteint son maximum entre 
la troisiéme et la quatriéme semaine. La teneur des organes en 
éléments viables diminue ensuite rapidement jusqu’a la septiéme 
semaine, pour devenir inappréciable 4 la onziéme. 
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2° L’inoculation de doses égales de bacilles virulents 4 des 
souris agées de 5, 6, 9, 13 semaines montre que la survie et la 
multiplication de ces bacilles varie en fonction inverse de VPage 
des animaux. 


3° L’organisme de la souris neuve ne constilue pas un milieu 
inerte. L’inoculation de doses comparables de BCG et de H87Rv 
4 la souris et Pensemencement d’une aliquote de cet inoculum en 
milieu de Dubos montrent, au bout de quinze jours, des prolifé- 
rations qui sont de ordre de 5 a 1 (BCG) et de 60 a 1 (H87Rv) 
par rapport a 4000 4 1 en milieu de Dubos. 


4° I] n’existe pas, en fonction du temps, de relation constanie 
entre la survie et la multiplication du BCG dans l’organisme neuf 
la souris et son pouvoir immunisant pour cet animal. En effet, 
a la septiéme et surtout A la onziéme semaine, cette survie est 
a son minimum et, néanmoins, l’organisme de la souris ayaut 
recu du BCG oppose une résistance trés forte a la multiplication 
de bacilles virulents. Néanmoins, sil est exacte qu’il existe une 
corrélation, comme le suggére Dubos, entre le pouvoir de multi- 
plication in vivo du BCG et son pouvoir immunisant, il y aurait 
lieu d’établir le pouvoir du BCG de survivre et de se multiplier 
dans l’organisme de la souris 4 Ja quatrieéme semaine comme un 
nouveau criiére d’activilé. 


5° Sous les réserves que nous avons formulées quant a la diffé- 
renciation des bacilles virulents et du BCG, la survie et la multi- 
plication de ces bacilles virulents au bout de deux semaines dans 
la rate de la souris peut servir 4 mesurer avec précision le pou- 
volr immunisant d’une dose de BCG. 

L’inoculation virulente doit étre faite quatre semaines aprés 
Yimmunisation, la mesure de la survie et de la multiplication 
bacillaires dans la rate, deux semaines aprés |’infection d’épreuve. 


6° Les résultats des mesures sont du méme ordre, soit que l’on 
établisse la moyenne des déterminations effectuées dans le foie, 


les poumons et la rate, soit que |’on se borne a étudier la rate 
seule. 


Rasume. 


Les auteurs ont montré que la mesure de la survie et de la 
multiplication du BCG et des bacilles tuberculeux virulents chez 
la souris est bien représentée par le déroulement de ce phénoméne 
dans la rate. 

Ils donnent les détails techniques de méthodes et la chronologie 
qui peuvent servir 4 étudier le pouvoir de survie et de multipli- 
cation du BCG in vivo et son pouvoir protecteur contre une infec- 
tion virulente, 
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Le pouvoir de survie et de multiplication du BCG dans Vorga- 
nisme de la souris apporte un renseignement supplémentaire sur 
Vactivité du BCG, mais n’est pas corrélative. de son pouvoir pro- 
tecteur. 


SUMMARY 


SURVIVAL AND MULTIPLICATION OF BCG anp TUBERCLE BACILLUS 
IN MICE RELATING TO TIME FACTOR. 


The authors have shown that the measurement of the survival 
and multiplication of both BCG and virulent tubercle bacilli in 
mice is affected mostly by the evolution of these processes in the 
spleen. 

The techniques followed in this study are given in detail as well 
as the chronology of its results. The power of in vivo survival 
and multiplication of BCG has been studied along with its ym- 
munizing power. 

The evaluation of the power of survival and multiplication of 
BCG in mice gives a further and valuable information on the acti- 
vity of the vaccine. This is not correlated with its immunizing 
power. 
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LA SOURIS, ANIMAL DE DIAGNOSTIC 
POUR DIFFERENCIER LES SOUCHES 
DE BACILLES TUBERCULEUX AVIRULENTES 
OU DE VIRULENCE ATTENUEE POUR LE COBAYE 


(SOUCHES BCG, SOUCHES DITES « ATYPIQUES » , 
SOUCHES ISONIAZIDO-RESISTANTES) 


par Francoise GRUMBACH (*). 


(Institut Pasteur, Laboratoire de Recherches sur la Tuberculose 
[D* J. Bretey}) 


Jusqu’a ces derniéres années, l’inoculation au cobaye_ per- 
mettait de distinguer aisément les bacilles tuberculeux virulents 
pour le cobaye et pathogénes pour l’homme, des bacilles tuber- 
culeux (BCG, H37Ra) ou paratuberculeux non virulents pour le 
cobaye et non pathogénes pour l'homme. 

Actuellement, on sait qu’un bacille acido-résistant qui ne tue 
pas le cobaye peut étre l’agent d’une maladie humaine qui a tous 
les caractéres d’une tuberculose : c’est le cas de certains bacilles 
tuberculeux isoniazido-résistants et des bacille acido-résistants 
dits « atypiques » particuliérement étudiés aux Etats-Unis depuis 
les travaux de Buhler et Pollack (1953) [4], de Timpe et Runyon 
(1954) [2]. 

L’inoculation intraveineuse a la souris permet d’identifier »t 
de classer ces différents bacilles grace aux différences de gravité 
et de localisation des lésions provoquées par toutes ces souches. 

Ce diagnostic est possible 4 deux conditions : 1° Inoculer par 
voie veineuse de fortes doses de bacilles (0,5 4 1 mg) ; 2° Conserver 
les animaux en observation pendant au moins douze mois. 


MATERIEL ET METHODES. 


[Les souris que nous avons employées sont des souris blanches 
(Mec-L) et proviennent toutes d’une méme lignée de souris sélec- 
tionnées par nous a l'Institut Pasteur pour sa grande sensibilité 
a la tuberculose, aprés un grand nombre de croisements endo- 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 4 juin 1959. 
Annales de UInstitut Pasteur, 97, n° 4, 1959. 30 
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gamiques poursuivis pendant trois ans. Cette sensibilité est 
actuellement trés réguliére et stable : la souche virulente H37Rv 
(dont la virulence est entretenue par passages sur la souris) tue 
réguliérement ces animaux (Agés de 28 a 30 jours au moment de 
inoculation) en vingt A vingt-cing jours a la dose de 0,05 mg 
par voie veineuse, avec une granulie pulmonaire typique, sans 
lésions macroscopiques des autres organes. 

Des lots de 12 souris Agées de 28 a 30 jours et pesant environ 
15 g sont inoculées par voie veineuse avec une culture homogéne 
en milisu de Dubos-Tween-Albumine agée de 6 a 8 jours, a la 
dose de 1 mg (poids humide) pour les BCG et les souches dites 
« atypiques » et de 0,5 mg pour les souches isoniazido-résistantes. 

Les autopsies des animaux sont suivies de cultures du poumon, 
de la rate et des reins pour la numération des bacilles viables et 
d’examens histologiques pour |’étude anatomique des lésions (1). 


i ==sSoucues BCG, 


Des 1957 nous avions montré [8, 4} que le BCG, inoculé a la 
souris par vole veineuse, ne provoque pas de lésions pulmonaires 
évolutives mais provoque souvent et tardivement de volumineuses 
lésions rénales. 

Les souches de BCG que nous avons inoculées, au nombre de 
trente, proviennent des différents laboratoires répartis dans 'e 
monde entier et chargés de la fabrication du vaccin BCG. 

Inoculées a la dose de 1 mg (environ 20 millions de germes) 
par vole veineuse, aucune souche de BCG ne tue Ja souris dans 
des délais de six 4 dix mois. Nous n’avons commencé 4 sacrifier 
des animaux qu’au bout de huit 4 neuf mois aprés l’inoculation 
pour échelonner ces sacrifices ensuite au dixiéme, douziéme, 
quinziéme et dix-huitiéme mois, tandis que les autres animaux 
sont gardés en observation parfois jusqu’a ving-quatre mois. 
Pour quelques lots nous avons sacrifié des animaux trois A quatre 
mois aprés inoculation. Ceci dans le but de rechercher des dif- 
{érences du pouvoir lésionnel de ces différentes souches. 

A Vautopsie de ces animaux, sacrifiés au troisiéme, sixiéme ou 
dixiéme mois aprés l’inoculation, les lésions pulmonaires, si carac- 
téristiques de la tuberculose des souris inoculées avec des bacilles 
virulents, sont ou absentes, méme a l’examen histologique, ou trés 
minimes, limitées a de trés fines granulations grises qui persistent 
sans évoluer ou bien guérissent et disparaissent. 

Sur frottis des poumons, le nombre des bacilles est presque 
toujours faible (moins d’un bacille par champ microscopique) ou 
nul, tout au long de |l’observation. 


(1) Nous remercions le D" J.-C. Levaditi des examens histologiques 
qu'il a faits pour nous et des suggestions qu’il a apportées A ce travail 
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Cependant, la culture du poumon, méme dix-huit mois aprés 
inoculation et en l’absence de lésion, révéle la présence de 
quelques unités viables ; elle est rarement négative : ce ne fut 
le cas que pour 5 souches sur 30 inoculées. 

Il en est de méme pour la rate, dans laquelle on ne trouve 
plus de lésions histologiques mais ot il persiste des bacilles 
viables et cultivables pendant dix-huit mois et plus, mais qui ne 
se multiplient pas. 

Par contre, avec cerlaines souches de BCG, a partir du sixiéme 
mois, on observe de petits nodules caséeux qui apparaissent tar- 
divement dans les reins et qui, au lieu de régresser et de guérir 
comme les lésions des autres organes, évoluent lentement, 
envahissent la totalité des reins et peuvent méme provoquer fa 
mort des animaux au-dela du dixiéme mois. 

L’aspect de ces reins est extraordinaire (pl. I, fig. 1 et 2) ; ils ont 
cing a dix fois Jeur volume normal, sont blancs, bosselés, en 
chou-fleur et, a Ja coupe, on trouve un bloe d’abcés caséeux 
juxtaposés partant de la médullaire vers la corticale ; souvent 
il ne reste & peu prés plus de tissu rénal : le rein entier est trans- 
formé en une masse d’abcés caséeux (pl. II, fig. 3) confluents, d’une 
richesse en bacilles tout a fait exceptionnelle. Les frottis de ces 
abcés montrent une véritable nappe de bacilles disposés en amas 
denses, chevelus et en cordes (pl. II, fig. 4), semblables a une 
culture en pleine croissance, aspects qu’on n’observe jamais dans le 
poumon de la souris, méme inoculée avec des souches virulentes. 
Sur les coupes histologiques, ces amas bacillaires ont souvent 
la forme de grains pseudo-mycosiques (pl. III, fig. 5), au sein d’une 
réaction nodulaire spécifique, entourés d’une réaction xantho- 
mateuse et fibroblastique importante. 

Le caractére le plus frappant de ces lésions est qu’elles ne 
s’observent que dans les reins, les autres viscéres élant ou 
indemnes ou a peine touchés (pl. III, fig. 6), et qu’elles ne se déve- 
loppent que tardivement. 

Si l’on cultive ces bacilles isolés des reins et qu’on les réinocule 
a des souris dans les mémes conditions, on obtient les mémes 
lésions rénales a |’exclusion d’autres lésions, Par contre, inoculés 
a des cobayes (par voie sous-cutanée) et a des lapins (par voie 
veineuse) ces bacilles ne manifestent aucune virulence et sont 
tout a fait inoffensifs pour ces animaux. 

Au-dela du dixiéme mois aprés l’inoculation, les lots de souris 
indemnes de lésions rénales, macroscopiques et microscopiques, 
sont rares; ils ne concernent que 5 souches sur les 30 souches 
étudiées. Et parmi ces 5 lots, la culture des reins n’a été négative 
que pour un seul, pour lequel les cultures du poumon et de Ja 
rate furent également négatives (souche de Prague n° 925/148 


Copenhague). 
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Parfois, les reins paraissent tout a fait normaux a l’autopsie 
un an aprés l’inoculation, et c’est le seul examen histologique 
qui révéle de petits nodules caséeux riches en bacilles, bien 
limités, entourés d’une bande fibreuse amenant ultérieurement 
une rétraction cicatricielle qui déforme le rein. Nous ignorons 
si certaines de ces lésions guérissent ou si au contraire elles 
évoluent lentement pour donner ultérieurement des nécroses 
masSives du rein. 

‘La répartition des lésions et le type des lésions rénales dans 
un lot de souris inoculées d’une méme culture de BCG sont 
suffisamment homogénes pour qu’on puisse attribuer les diffé- 
rences de gravité des lésions a des différences de pouvoir pathogéne 


x 


des cultures inoculées et non a une sensibilité particuliere de 
quelques souris. 


Tasteau I. — Lésions observées chez la souris aprés inoculation de 
BCG de différentes provenances (gravité des lésions de 0 €@ ++++). 
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(*) Les numéros des souches correspondent aux numéros donnés par Jensen dans 
Bull, Union intern, contre la Tub., 1957, 27, 147 (4¢ Rapport de la Sous-Commission 
des méthodes de laboratoire). 
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Il n’y a pas de parallélisme étroit entre la gravité des lésions 
rénales et celle des lésions pulmonaires (tableau I). Les lésions 
pulmonaires, lorsqu’elles existent, sont beaucoup plus discrétes 
que les lésions rénales et elles ne sont jamais évolutives. Des 
lésions rénales trés importantes peuvent exister sans la moindre 
lésion pulmonaire. C’est ce qui ressort du tableau I, ot les 
souches sont classées d’aprés les lésions qu’elles provoquent. 
Il est facile de voir que le nombre de souches provoquant des 
lésions importantes des reins (+ + et +++) représente 50 p. 100 
des souches étudiées, tandis que les deux tiers de ces souches 
ne provoquent que peu (+) ou pas (QO) de lésions pulmonaires. 

L’importance des lésions rénales de la souris ne concorde pas 
toujours avec celle des lésions intradermiques du cobaye obtenues 
par Jensen [6] avec ces mémes souches de BCG. 

Il y a la des différences nettes d’une souche a une autre, comme 
autres auteurs l’avaient déja constaté par d’autres méthodes 
expérimentales : Dubos (1956) [5] par la détermination quanii- 
tative du sort des bactéries de différentes sous-souches de BCG 
inoculées 4 la souris et par des différences notables dans !e 
pouvoir immunisant de ces sous-souches chez l’animal, Jensen 
(1957) {6] par Vinoculation intradermique au cobaye, Boenicke 
(1957) [7] par des épreuves chimiques, van, Deinse, Seys et 
Macholda [8] par la mensuration des bacilles. 

En résumé, nous pensons pouvoir dire que, pour toutes les 
souches de BCG, aprés inoculation intraveineuse a la souris de 
1 mg de bacilles, les lésions pulmonaires sont discrétes et régres- 
sives, de méme que les lésions spléniques. Par contre, pour 
75 p. 100 des souches, des lésions rénales tardives et nécrotiques 
apparaissent et causent parfois la mort des animaux. Ces lésions 
ne sont pas dues 4 une réapparition de la virulence du BCG. 


II. — SoucuEs DITES « ATYPIQUES ». 


Notre étude a porté sur 19 souches de provenance humaine qui 
nous ont été envoyées par différents laboratoires pour comparer 
les résultats obtenus par l’inoculation a la souris avec les résultats 
d’autres techniques d’identification. 

La recherche systématique des lésions tardives de la souris 
provoquées par l’inoculation intraveineuse massive (1 mg) des 
mycobactéries les plus variées permet une classification qui 
recouvre la classification reposant sur des critéres culturaux tels 
quwils ont été exposés par Runyon [9] qui appelle ces bacilles 
« anonymes ». Il Jes divise en 4 groupes : 


1° Les souches photochromogénes, qui se pigmentent en 
jaune citron éclatant pendant leur croissance si on les expose 
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a la lumiére ; elles sont généralement lisses mais montrent une 
tendance a la rugosité. 

2° Les souches scotochromogénes, qui sont pigmentées en 
jaune ou en orange, méme A l’obscurité et qui donnent des 
colonies lisses. Ces bacilles comprennent dans leur groupe les 
bacilles paratuberculeux saprophytes. 


3° Les souches non-photochromogénes (type Battey) ou les 
colonies sont blanches, beiges, chamois ou jaundtres sans avoir 
été exposées a la lumiére et qui sont lisses ou rugueuses. 


4° Les bacilles 4 croissance rapide, a colonies non pigmenteées, 
lisses ou 1ugueuses, parmi lesquels Mycobacterium balnei. 


1° Les souches photochromogénes que nous avons étudiées 
au nombre de 7 (1526, 14388, Row, 0523,, 0523,, 0735 (Mitchison) 
et Swig 1218 [Jensen] (2) forment un groupe trés homogéne. 
car toutes ces souches sont virulentes pour la souris a des degrés 
variés, causant la mort des souris en dix-huit a quatre-vingts jours 
pour les plus virulentes (1926, 1438, Row, 523, et ») et en cent- 
cinquante a cent quatre-vingts jours pour les moins virulentes 
(0735 et Swig 1218). 

Elles donnent toutes un ensemble de lésions d’un type trés 
particulier. On obtient chez la méme souris une granulie pul- 
monaire, comme on en oblient avec les souches_ virulentes 
typiques (H87Rv) et d’importantes lésions rénales constituées 
par de trés nombreux abcés miliaires, saillants, envahissant tout 
le rein, rarement confluents, et le volume total du rein n’est 
guere augmenté (fig. 1). 

Ces lésions rénales s’opposent aux lésions provoquées par 
le BCG, d’une part par leur aspect macroscopique, d’autre part 
par leur coexistence avec des lésions pulmonaires importantes. 

Wolinsky, Smith, Mitchell et Stenken [40] étudiant deux souches 
de bacilles atypiques photochromogénes isolées de lhomme 
observent que l’inoculation a la souris d’une forte dose tue 
animal moins vite qu’une souche virulente mais, fait curieux, 
chez celles qui survivent plus de quarante jours, il apparait des 
lésions sur les reins, tout a fait comparables 4 celles que nous 
avons obtenues. 

Ultérieurement, Steenken [44] utilise ce critére de Jésions rénales 
provoquées chez la souris par des souches atypiques photochro- 
mogénes pour étudier Vaction in vivo de différents antibiotiques. 


(2) L’origine de ces souches est exposée en détails par Jensen et par 
Mitchison dans le Rapport de Ja Sous-Commission des Méthodes de 
Laboratoire de l'Union Internationale contre la Tuberculose 1957, 27, 
147-179. 
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2° ‘Les souches scotochromogénes étudiées sont au nombre 
de 6 : 0112 (Mitchison), Ty 505, Sap 1500 (Jensen), Rao I, Rao TI 
(Paris isolé d’un pus de ganglion d’un enfant) et Chrom. III 
(saprophyte). 

A l'exception de la Sap 1500 toutes ces souches sont avirulentes 
pour la souris {inoculée par voie veineuse avec 1 me de 
bacilles} (8). i 

‘Les animaux sacrifiés au bout de quatre, neuf, seize mois ne 
présentent aucune lésion ; tous les organes sont normaux, mais 


Fic. 1. — Poumon et rein de souris inoculée 0,5 mg souche atypique photochro- 
mogéne (Row). Sacrifiée au bout de trois mois. 


au bout de seize mois la culture des viscéres révéle des différences 
entre ces souches : 

Avec les unes (Ty 505, 0112, Chrom. III) la culture fut néga- 
tive pour tous les organes, par contre, avec Rao I et Rao II, 
au bout de seize mois, la culture des viscéres donne de trés 
nombreuses colonies. 

La souche Sap 1500, que ses caractéres de culture (colonies 
oranges et lisses 4 l’obscurité) font entrer dans ce groupe, se 
distingue des autres souches par sa virulence pour la souris, 
virulence d’un type un peu particulier. En effet, inoculée a la 


(3) Suivant la taille de ces différentes Mycobactéries atypiques, 1 mg 
de bacilles, mesuré par opacimétrie, représente un nombre trés variable 
de bacilles allant de 20 000 900 & 150 000 000. 
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dose de 1 mg (150000 000 de germes) elle tue 100 p. 100 des 
souris en cing a douze jours par une granulie généralisée. Inoculée 
a la dose de 0,5 mg seulement, aucune souris ne meurt, et celles 
qui sont sacrifiées au bout de dix, quinze, vingt-et-un mois n’ont 
pas de lésions du poumon, nl de la rate, et la culture de ces 
organes reste négative, mais, par contre, les reins ont des lésions 
cicatricielles A l’autopsie, et la culture des reins donne de trés 
nombreuses colonies («), qui sont un mélange de colonies lisses 
et de colonies rugueuses trés fortement pigmentées en orange. 
Nous pensons que la virulence de cette souche tient a la présence 
de ces colonies rugueuses, car la souche rugueuse réinoculée A 
la souris s’est montrée plus virulente que la souche lisse. 

Si les caractéres lésionnels ne permettent pas de distinguer 
ces souches d’un BCG, la pigmentation des colonies suffit a les 
classer dans un autre groupe. 


3° Les souches non-photochromogénes forment d’aprés Runyon 
un groupe assez hétérogéne. Nous n’en avons étudié que deux 
qui, en effet, se sont comporlées différemment : 


a) La souche 0247 (Mitchison) tue la souris en neuf 4 quatorze 
mois, avec de minimes lésions pulmonaires et sans lésions macro- 
scopiques des reins. Par contre, les bacilles sont extrémement 
nombreux dans le poumon, la rate et les reins, tant sur frottis 
d’organes ot ils sont dispersés et d’aspect homogene, qu’a la 
culture de ces organes. 


b) La souche 7734 Knop (Jensen) tue la souris en huit a seize 
mois avec peu ou pas de lésions pulmonaires, mais avec des 
lésions caséeuses des reins. Et de plus, si les bacilles sont rares 
dans le poumon, ils pullulent dans la rate, le foie et les reins. 


Si le comportement de ces deux souches fut différent, puisque 
lune provoque des lésions rénales caséeuses et l'autre ne pro- 
voque pas de lésions macroscopiques, elles ont cependant en 
commun la faculté de se multiplier dans les organes de la souris 
pendant une période trés prolongée, quatorze 4 seize mois, de 


LEGENDE DE LA PLANCHE I 


Vic. 1. — Organes de souris (poumon, rate, deux reins) inoculée 1 mg BCG 13 
depuis neuf mois, Noter le volume considérable des reins par rapport au poumon 
qui est indemne de lésions. 


Fic. 2. — Poumon et reins de souris inoculée 1 mg BCGJS8 depuis sept mois. 
Noter l'envahissement du rein par de multiples abcés caséeux et l’absence de lésion 
du poumon. 
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LEGENDE DE LA PLANCHE II 


Fic. 3. — Coupe histologique d’un rein entier de souris inoculée 1 mg BCG I3. 
Sacrifiée au bout de dix mois. 


Fic. 4, — Frottis d'un abcts de rein de souris inoculée 1 mg BCG et sacrifiée au 
bout de neuf mois (coloration de Ziehl-Neelsen). 
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LEGENDE DE LA PLANCHE III 


hic. 5. — Coupe histologique de rein de souris inoculée 1 mg BCG 12, sacrifiée 
au bout de dix mois (méme animal que Je rein fig. 4). Coloration hémalum. 
résistants disposés en grains pseudo-mycosiques. 


Fic. 6. — Coupe histologique de poumon de souris inoculée 1 mg BCG 13, sacrifiée 
au bout de dix mois (méme animal que le rein fig. 4). Coloration hémalun. 
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telle fagon qu’elles finissent par tuer l’animal. Ce qui les oppose 
au BCG c’est la richesse en bacilles du foie et de la rate qui 
accompagne les lésions rénales, ce qu’on n’observe jamais avec 
les souches de BCG. 


4° Bacilles a croissance rapide. — Espéce : Mycobacterium 


balnet. Nous en avons étudié 4 souches : 7, 10, 14 et 16 (Jensen 
1957) ; elles se sont comportées de facon tout a fait semblable. 


Aprés inoculation par voie veineuse de 1 mg, on voit apparattre, 


Tic. 2. — Trois souris inoculées 1 mg M. balnei 7 par voie veineuse. Noter les 
lésions de la queue vingt jours apres J inoculation. 


au bout de vingt a trente jours, chez tous les animaux, des lésions 
nécrotiques et purulentes de la queue et des pattes qui persistent 
sans altérer l'état général des animaux (fig. 8). Ces lésions sont 
trés riches en bacilles et n’ont pas tendance a guérir. Les viscéres 
des animaux, sacrifiés au bout de huit 4 dix mois, sont indemnes 
de lésions tant macroscopiques que microscopiques et les cultures 
sont négatives, sauf pour une souris, sur 50 inoculées, qui pré- 
sentait au quarante-huitiéme jour des lésions pulmonaires, 

Au niveau des lésions de la queue, l’examen histologique révéle 
des lésions nécrotiques purulentes profondes atteignant l’os et 
déterminant une ostéomyélite (fig. 2). 
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L’apparilion précoce des lésions de la queue et des pattes 
permet donc d’identifier facilement ces mycobactéries et de les 
différencier des autres mycobactéries atypiques. 

Fenner (12], recherchant le pouvoir pathogéne des myco- 
bactéries M. ulcerans et M. balnei chez Ja souris, préfére 
V'inoculation dans la plante de la patte qui détermine une ulcé- 
ration, tandis que par les autres voies il n’obtient pas de lésions. 

Feldmann et Karlson {43}, avec Mycobecterium ulcerans inoculé 
par voie veineuse, obtiennent des lésions de la queue. 


Ili. — SoucnHes ISONIAZIDO-RESISTANTES 
DE VIRULENCE ATTENUEE POUR LE COBAYE. 


Comme nous l’avons exposé antérieurement {44, 45], les 
souches isoniazido-résistantes (inoculées & la dose de 0,5 mg 
par voie veineuse) sont toutes virulentes pour la souris qu’elles 
tuent en des délais plus ou moins longs. Elles provoquent tou- 
jours des lésions pulmonaires importantes, parfois diffuses et 
envahissantes mais qui persistent et ne guérissent jamais. Les 
souris meurent de leurs Jésions pulmonaires tandis qu il 
n’apparait pas de lésion rénale. 


Ces souches se comportent donc comme des souches norma- 
lement virulentes, mais elles tuent les souris plus lentement. 


I] est done aisé de disltinguer ces souches du BCG et des 
mycobactéries atypiques par l inoculation a la souris et les 
lésions qu’elles provoquent. 


Discussion. 


D’une facon générale, il est classique d’admettre que les 
bacilles tuberculeux humains ou bovins, virulents pour le cobaye 
ou non virulents comme c’est le cas pour les bacilles isoniazido- 
résistants, provoquent chez la souris des lésions pulmonaires 
macroscopiques (granuliques ou pneumoniques) a |’exclusion 
d’autres lésions viscérales visibles macroscopiquement (mais 
présentes a l’examen histologique) et la mort des animaux dans 
des délais variables avec la souche et avec la dose inoculée, 
cette dose n’excédant pas 0,5 meg. 


Le fait que ces bacilles provoquent réguliérement la mort de 
la souris nous semblait les distinguer nettement du BCG. 
Or, lVobservation trés prolongée de souris inoculées avec un 
grand nombre de souches de BCG (80), cultivées dans différents 
centres de production, nous a montré que certaines souches 
pouvaient provoquer en un an a dix-huit mois la mort de quelques 
souris. 
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Mais dans ce cas, le pouvoir pathogéne du BCG pour la souris 
reste bien différent de celui des souches humaines et bovines 
mentionnées plus haut, parce que la mort de la souris survient 
du fait de lésions rénales tardives et massives, en V’absence de 
toute lésion pulmonaire. 

Nous assistons la un comportement tres particulier des souches 
de BOG, ce qui permet a la fois de voir dans ce groupe des dif- 
férences appréciables suivant la provenance de la souche et de 
différencier le BCG des autres mycobactéries quelle que soit leur 
virulence pour le cobaye. 

Bien que lidentification d’un BCG par Vinoculation a la souris 
soit une étude de trés longue haleine, elle vaut la peine d’étre 
entreprise car les lésions qu’elle provoque sont d’un type trés 
particulier. 


RESUME, 


En présence d’une souche avirulente pour le cobaye ou de 
virulence trés atténuée, Vinoculation intraveineuse a la souris 
de 0,5 & 1 mg de bacilles, provoque, si on observe les animaux 
pendant douze a dix-huit mois, trois tableaux lésionnels trés 
différents : 

1° Les souches de BCG ne provoquent pas de lésions pulmo- 
naires évolutives tandis qu’elles provoquent, pour un grand 
nombre de souches, des lésions rénales caséeuses importantes, 
tardives, entrainant parfois la mort des janimaux. 


2° Les souches humaines ou _ bovines isoniazido-résistantes, 
méme avirulentes pour le cobaye, déterminent toujours des 
lésions pulmonaires évolutives qui tuent la souris plus ou moins 
lentement mais sans lésions rénales. 

3° Le groupe des mycobactéries dites « alypiques » content 
une série de types trés variés dont seules, les « photochromo- 
génes » forment un groupe bien individualisé : toutes les souches 
provoquent un’ méme tableau Iésionnel comportant a la fois des 
lésions pulmonaires et rénales évolutives, visibles macroscopi- 
quement, qui entrainent la mort des animaux. 

Les mycobactéries « scolochromogénes » ne tuent pas ta 
souris, ne provoquent pas de lésions pulmonaires ou rénales ; 
cependant, contrairement aux mycobactéries « saprophytes » (qui 
font partie de ce groupe) les bacilles persistent et se multiplient 
dans les viscéres, en |’absence de lésions ; la culture des organes 
est riche en bacilles. 

Les mycobactéries « non photochromogénes », dont nous 
n’avons étudié que deux souches, ont un pouvoir lésionnel ct 
pathogéne assez variable. L’une a été virulente pour la souris 
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en provoquant des lésions rénales importantes, l’autre n’a_ pro- 
voqué que de minimes lésions pulmonaires, 

Quant aux souches de Mycobacterium balnei, les lésions de 
la queue et des pattes qu’elles déterminent aprés inoculation 
intraveineuse, les distinguent aisément des autres mycobactéries 
énoncées plus haut. 


SUMMARY 


INOCULATION INTO MICE AS A MEANS OF DIAGNOSTIC DIFFERENTIATION 
BETWEEN |. B. AVIRULENT OR ATTENUATED FOR GUINEA-PIGS. 
(BCG, atypical, isoniazid-resistant strains). 


1° In mice, BCG strains do not induce any evolutive pul- 
monary lesion, but they very often provoke severe, delayed, 
sometimes fatal caseous renal lesions. 

2° Isoniazid-resistant strains, even when avirulent for guinea-pigs, 
always cause more or less rapidly evolutive pulmonary lesions, 
which kill mice without any renal lesion. 

3° Among atypical strains, « photochromogeneous » strains, 
which are all more or less virulent for mice, induce at the same 
time evolutive pulmonary and renal lesions which kill mice. 

« Scotochromogeneous » Mycobacteria do not kill mice, do not 
induce pulmonary or renal lesions. However, contrarily to sapro- 
phytic Mycobacteria (which belong to this group), bacilli persist 
and grow in the viscera, without causing lesions ; the abundant 
cultures of these organs prove the presence of very numerous 
bacilli. 

The alteration-provoking capacity and pathogenicity of « non 
photochromogeneous » Mycobacteria (only two strains have 
been studied) vary according to the strains. One strain proved 
virulent for mice and induced severe renal lesion; the other 
strain only caused very slight pulmonary lesions. 

Mycobacterium balnet is easy to differentiate from the other 
Mycobacteria studied, by means of the lesions which it provokes 
in the tail and legs of mice. 
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ACTION DES SAPONIUMS 
SUR LES PROTEINES SERIQUES 


VI. — PRECIPITATION FRACTIONNEE DES PROTEINES DU SERUM HUMAIN 


par Jacques POLONOVSKI, Georgette LEVY et Régine WALD (*). 


(Laboratoire de Chimie biologique de la Faculté de Médecine 
[professeur M.-F. JayLe)) 


A la suite de Kuhn et Bielig [4] et de Schmidt {2], nous avons 
montré que l’addition de saponium en proportion croissante aux 
protéines du sérum [8 4 7] permettait un fractionnement différent 
des autres techniques de précipitation fractionnée (par lalcool, 
les sels neutres ou d’autres réactifs). D’autres auteurs ont éga- 
lement utilisé ces détergents en vue de l’analyse des protéines 
sériques (8 a 13]. Nous avons pu isoler ainsi la sidérophiline et 
le séromucoide acide a, [7]. L’utilisation de limmunoélectro- 
phorése nous a permis de suivre de maniére plus complete 
Vordre de précipitation des diverses protéines par le zéphirol 


a pH 8,4 


I]. — METHODES. 


L’addition au sérum humain de zéphirol ou de benzalkonium (chlo- 
rure d’alkyl-benzyl-diéméthyl-ammonium du Laboratoire Clevenot) en 
solution 4 10 p. 100, est faite & la micropipette et en agitant pour homo- 
egénéiser rapidement le mélange. Apres un repos de trente minutes 
les tubes sont centrifugés pour éliminer le précipité. Des contrdles 
électrophorétiques sur papier ont été effectués sur papier Arches 304 
et dans les appareils Leres (colorations des protéines, des lipoprotéines 
et des glucoprotéines sur chaque échantillon). La caractérisation des 
protéines a été réalisée par micro-immunoélectrophorése, selon la tech- 
nique de Scheidegger [14] adaptée par G. Levy [415] avec le sérum de 
cheval anti-humain normal de l'Institut Pasteur. Les colorations clas- 
siques sont effectuées pour les protéines (Amidoschwarz), pour les 
lipoprotéine (noir Soudan), pour la cérutoplasmine (p. phény!énedia- 
mine [46] ; pour Vhaptoglobine, nous avons adapté une révélation par 
la benzidine [47] aprés addition d’une solution d’hémoglobine : la 
lame, aprés électrophorese et diffusion, est imprégnée d’une solution 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 4 juin 1959. 
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d’hémoglobuline 10—° M pendant une 
heure au frigidaire ; aprés lavage et 
séchage elle est plongée quelques 
secondes dans une solution de benzi- 
dine-eau oxygénée (benzidine 100 mg, 
méthanol 70 ml, eau 10 ml, eau oxy- 
génée 10 volumes 10 ml, tampon 
acétate M pH 4,5 100 ml); la lame 
colorée est ensuite lavée & l’alcool A 
25 p. 100 (). 


ii —Resurrars: 


Les f-lipoprotéines sont les pre- 
miéres a précipiter : elles commen- 
cent a reculer et a précipiter pour 
une concentration de saponium de 
0,5 p. 1 000, elles disparaissent pour 
une concentration de 2 p. 1 000. Les 
a-lipoprotéines fixent également le 
saponium et leur mobilité diminue. 
Elles précipitent ensuite 45 p. 1 000. 
Ces résultats confirment nos recher- 
ches antérieures [5, 4]. 

Il apparait une nouvelle ligne dans 
la zone a,, colorable au noir Soudan, 
provenant probablement de la com- 
binaison d’a-lipoprotéine et de sapo- 
nium (fig. 2). 

La premiére protéine a précipiter 
ensuite est l’a,-globuline principale 
(a,A). Le sérum est totalement débar- 
rassé de cette protéine pour une 
concentration de 5 p. 1 000 de sapo- 
nium (fig. 3). 

Deux, trois ou quatre fractions a, 
disparaissent également entre 0,5 et 
1 p. 1000. Il s’agit de deux a,-glo- 


(1) La benzidine colore principale- 
ment la ligne d’haptoglobine, mais 
aussi la ligne p,A, et, dans le cas des 
sérums riches en haptoglobine, une 
autre ligne o, (a,C). 


Fic. 1. — Disposition des lignes immuno- 
électrophorétiques d’un sérum humain. 
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lines rapides B et C (a,RB, a,RC) dont la ligne immunologique 
est située en avant de l’haptoglobine II; puis d’une a,-globuline 
lente située en dessous de |’haptoglobine (fig. 3). Une derniére 
fraction a, tres petite et inconstante, disparait également. 


SU DIE 


fire. 2. — En haut : sérum additionné de zéphirol & 0,1 p. 100 (seules les lipopro- 
téines disparaissent ; une ligne supplémentaire apparait en «,, voisine de a,A). 
En bas, Ie sérum témoin. 


St le a 


Vie. 3. — En haut : sérum additionné de zéphirol 4 0,5 p. 100 (la globuline a,A 
a disparu). En bas : sérum additionné de zéphirol 4 1 p. 100 (plusieurs oa, dispa- 
raissent). : 


La sérumalbumine commence a se dénaturer pour les concen- 
trations de 0,8 4 1 p. 100 de saponium. Mais elle ne disparaitra 
que pour une concentration nettement plus élevée (3 p. 100). 
A la concentration de 1 p. 100, la ligne de la £,B-globuline 
s’atrophie et cette fraction disparait 4 1,5 ou a 2 p. 100. 


La globuline 6,A (6, principale) commence a diminuer 4 1 p. 100: 
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elle ne disparait complétement que pour une dose de saponium 
dee aor. 100: 
A la concentration de 2 p. 100 (fig. 4) on observe la disparition 


Iic. 4. — En bas : sérum addilionné de zéphirol & 2 p. 100 (disparition des 
globulines a,A et 9,RA). En haut : sérum additionné de zéphirol 4 3 p. 100 (dispa- 
tition d’albumine, céruloplasmine, haptoglobine, globulines a,M, ,B, £,A, 


B.M). 


\ 
Fic. 5. — En haut : sérum additionné de zéphirvol 4 4 p. 100 (il ne reste que 
séromucoide a,, sidérophiline et une partie des y-globulines). En bas : sérum témoin. 


de trois autres globulines a, [a, rapide A (a,RA), a, lente A, o,M 
(macroglobuline a,)]. 

L’haptoglobine II et la céruloplasmine disparaissent seulement 
a 3 p. 100 avec Valbumine et la seconde a,-globuline (a,B). La 
globuline p,A s’estompe presque complétement et les y-globulines 
précipitent partiellement (fig. 4). 

A 4 p. 100 de saponium, il ne reste en solution que le séro- 
mucoide o,, la sidérophiline et une partie des y-globulines (fig. 5). 


5 
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Quelques traces de protéines dénaturées subsistent encore 
parfois. 

Nous pouvons résumer le comportement des différentes frac- 
tions dans le tableau I. 


Tasreau I. 


: Sper de saponium en g p.100 mi 


Fraction SSS SS eee 
:début de 4: fin de 
: iprécipitation! précipitation : 
:Albumine : 0,8 : 3 : 
:a-lipoprotéine : O38) O55 
:Séramucoide a1 : Bad = 
‘Globuline «1 A 0,4 O55 
:Globuline a1 B : a 3-4 
:Globuline «2 R A: BS 2-2,5 
:Globuline «2 R B: 0,5 i 
:Globuline a2 R C: 0,5 at 
:6-lipoprotéine 0,05 @.2 
‘Globuline a2 A 1 2 
:Hantoglobine II 3 
:Céruloplasmine 2 3 
:Globuline a2 B 2 
:Globuline a2 C : : 

:Globuline ~2M : i 2-3 
:Globuline «2D : : ib 
:Sidérophiline : >4 
:Globuline B1 A : 2-3 4 
:Globuline B1 B : 0,8 2-3 
:Globuline R2 A : a 2-3 
:Globuline B2 B : : 
:Globuline p2 M : 2 : 3 
Globulines y : 1-3 ; 4 


(*) Le début de précipitation, apprécié par l’altrophie de la ligne de précipitation 
immuno-électrophorétique, est trés peu précis; il est trés probable que le véritable 
début de précipitation est beaucoup plus _ précoce. 


DISCUSSION. 


L’ordre de précipitation est assez bien déterminé pour les 
fractions importantes. Cependant, il peut varier légérement pour 
les fractions secondaires. Les doses de saponium nécessaires 
peuvent également varier en fonction de la concentration des 
protéines dans les circonstances pathologiques. 

Les premiéres protéines atteintes par le saponium sont apparem- 
ment les lipoprotéines. Cependant des dosages de cholinestérase 
nous ont montré que cet enzyme est inhibé pour des doses encore 
plus faibles de saponium. I] est actuellement impossible de savoir 
si cette protéine enzymatique est précipitée ou non par le sapo- 
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nium. Mais cette affinité d’un ammonium quaternaire a4 chaine 
grasse pour la cholinestérase n’est pas étonnante. 

Aprés les lipoprotéines, c’est l’a,-globuline qui s’élimine 1a 
premiere. La sensibilité de cette protéine & Vaction des détergents 
avait déja été notée [5, 6]. Elle se manifeste dans d’autres cir- 
constances : en effet, nous avons observé sa disparition par 
simple contact prolongé du sérum avec de l’éther éthylique. 
Cette protéine doit avoir une lipophilie particuliére. 

Nous avons déja souligné la résistance trés particuliére du 
séromucoide «a, et de la sidérophiline a la précipitation par les 
saponiums [7]. L’ordre de précipitation ne dépend donc pas seu- 
lement du pH isoélectrique de la protéine. 

‘La précipitation a élé étudiée & pH 8,4. Lorsqu’on opére en 
milieu plus acide, lordre de précipitation parait légérement 
modifié. Mais nous n’avons que des résultats partiels A pH 4,5 
et pH 5,5 montrant une précipitation plus précoce de l’hapto- 
globine (0,5 p. 100) et de la sidérophiline (8 44 p. 100). Ce 
résultat confirme ceux de Martin et Badin [43], qui ont utilisé un 
saponium pour la précipitation des glucoprotéines en milieu acide. 

Des essais de fractionnement ont été menés parallélement avec 
d’autres saponiums : le cétyl-dimétyl-benzylammonium (Rac- 
for BC, Société Sinnova) est beaucoup moins efficace : la globuline 
a,A précipite seulement pour 1 p. 1000 de saponium, et une 
concentration de 4 p. 100 laisse encore en solution autant de pro- 
téines que le zéphirol 4 2 p. 100. 


RESUME. 


L’immunoélectrophorése permet de suivre le fractionnement 
des protéines sériques par précipitation avec un saponium. Nous 
avons étudié l’ordre de précipitation des protéines & pH 8,4 avec 
le zéphirol. Aprés les f-lipoprotéines, et a-lipoprotéines, la pro- 
téine qui précipite la premiére est la globuline a,A ; ensuite un 
groupe de protéines comprenant successivement : globuline o,RB, 
globuline «,D, globuline £,B, globuline B,A, globuline a,A, glo- 
buline «,RA, globuline a,B. 

Un troisitme groupe de protéines précipitent 4 3 p. 100: 
globuline a,M, haptoglobine, céruloplasmine, albumine, globu- 
line «,B, globuline BM; la globuline £,A, et une partie impor- 
tante des globulines y précipitent ensuite. Les derniéres protéines 
restant en solution a 4 p. 100 de zéphirol sont la sidérophiline et 
le séromucoide a,. 

La cholinestérase est inhibée pour des doses encore plus faibles 
que celles qui précipitent les p-lipoprotéines. 

La précipitation 4 pH 4,5 donne une élimination plus précoce 
de l’haptoglobine et de la sidérophiline. 
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SUMMARY 


ACTIVITY OF SAPONIUMS ON SERUM PROTEINS. 
VI, — FRACTIONATED PRECIPITATION OF HUMAN SERUM PROTEINS. 


By means of immuno-electrophoresis, it is possible to study the 
fractionation of serum proteins by a saponium. 

The authors study the order of precipitation of proteins by 
zephirol at pH 8.4. 6-lipoproteins and o-lipoproteins precipitate 
first, then the «,A-globulins ; then a group of proteins consisting 
successively of o RB-globulins, «XA-globulins,  £,-globulins. 
p,A-globulins, «,A-globulins, o,RA-globulins, o,B-globulins. 

Then comes a third group of proteins precipitating at 3 % 
zephirol : «,M-globulins, haptoglobin, ceroluplasmin, albumin, 
a,B-globulins, f,M-globulins, §,A-globulins, and an important 
part of the y-globulins. 

The last proteins remaining in solution at 4 °/, zephirol are 
siderophilin and a,-seromucoid. 
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ADAPTATION ARTIFICIELLE DU VIRUS GRIPPAL 
AUX INHIBITEURS DU SERUM NORMAL 


I. — OBTENTION, A PARTIR D’UNE SOUCHE SENSIBLE, D’UN VARIANT INSENSIBLE 
PAR CULTURE DU VIRUS EN PRESENCE DE SON INHIBITEUR 


par B. FAUCONNIER, R.M. LARTITEGUI et D. BARUA Gaye 


(Institut Pasteur, Centre National de la Grippe) 


L’action inhibitrice de certains sérums d’animaux normaux 
vis-a-vis du pouvoir hémagglutinant ou reproductif de souches 
définies de virus grippal de type A, a été rapportée par de nom- 
breux auteurs [4 a 42]. 

S) Pon étudie l’action inhibitrice de ces sérums normaux sur 
les différentes variétés de virus A isolées au cours des épidémies 
survenues depuis l’isolement de la premiére souche en 1933, on 
s’apercoit que les souches initiales (jusqu’en 1946) étaient carac- 
térisées par les inhibiteurs du sérum de lapin et du sérum de 
pore en faible quantité. 

De 1946 a 1956 (virus de type Al) les inhibiteurs prédominants 
sont devenus du type boeuf-mouton. Enfin, depuis 1957, les inhibi- 
teurs vis-a-vis de la souche A2 (asiatique) se situent dans les 
sérums du cobaye, du cheval et du poulet [43]. 

Les recherches entreprises, dont les résultats sont rapportés 
dans cette note, ont porté sur les points suivants : 

1° L’adaptation d’une souche de virus grippal (type Al) 
a Vaction neutralisante du sérum d’animal normal homologue 
(boeuf) est-elle possible ? 

2° Dans cette éventualité, le variant obtenu est-il devenu insen- 
sible A l’action anti-hémagelutinante de ce méme sérum ? 


MATERIEL ET METHODE. 


Souches de virus. — Les essais ont été entrepris avec deux souches de 
virus grippal de type Al : la souche FM1 (U.S.A. 1947) et la souche D48 
(France 1948). Ces souches sont entretenues sur ceuf depuis de nom- 
breuses années par passages successifs dans la cavité allantoique. Le 
liquide allantoique virulent est recueilli quarante-huit heures apres 
inoculation des ceufs. Il est conservé 4 4° C jusqu’a utilisation. Il peut 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 14 mai 1959. 
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servir soit A l’infection d’ceufs en présence de sérum neutralisant non- 
immun, soit aux tests d’inhibition de l’hémagglutination en présence 
de ces mémes sérums normaux. 

Les résultats obtenus avec la souche D48 s’étant révélés absolument 
identiques & ceux enregistrés au moyen de la souche FMI, seules les 
expériences réalisées avec cette derniére souche seront décrites ici en 
détail. 


Sérum d’animal normal. — Les sérums normaux inhibiteurs, spéci- 
fiques de la souche FM1, sont le sérum de boeuf et le sérum de mouton. 
Seul le sérum de boeuf sera utilisé pour les expériences d’adaptation. 

Avant utilisation, le sérum est filtré sur bougie L3 et conservé a 4° C. 


OEufs embryonnés. — OEufs de poule de race Leghorn incubés pen- 
dant onze jours a la température de 38°65 C. 


Suspension d’hématies. — Hématies de coq prélevées sur 1 p. 100 de 
citrate de sodium, lavées trois fois dans 20 volumes d’eau isotonique, elt 
mises en suspension a 0,5 p. 100 dans de l’eau physiologique (NaCl, 
0,85 p. 100). 


Titrages hémagglulinants et anti-hémagglutinants. — Ces titrages se 
pratiquent de la maniére classique : le titrage hémagglutinant du virus 
par dilution de ceiui-ci de demi en demi et par détermination de la 
dilution limite donnant encore une hémagglutination 4a 50 p. 100; 
le titrage de l’inhibiteur, par dilution du sérum de demi en demi et 
détermination de la dilution limite donnant encore une inhibition 
totale en présence de 4 unités hémagglutinantes de virus. Les deux 
titrages se lisent aprés deux heures de sédimentation a 20° C. 


EXPERIMENTATION. 
I. — OBTENTION DU VARIANT INSENSIBLE. 
Technique. — La souche originelle FM1 (FM1-0) est inoculée 


pure par vole allantoique 4 12 ceufs embryonnés de onze jours. 
Une heure aprés inoculation du virus, trois dilutions différentes 
de sérum de boeuf sont injectées aux 12 ceufs par la méme voie 
a raison de 4 ceufs par dilution. Les dilutions de sérum sont de 
1/100, 1/50 et 1/10 et la quantité de liquide injecté est uniquement 
de 1 mil. 

Les ceufs sont placés & 35°C pendant quarante-huit heures, 
puis prélevés individuellement. Les liquides allantoiques sont 
titrés. Les résultats partiels sont donnés dans le tableau I. L’inhibi- 
tion de la multiplication a seulement été obtenue en présence de 
la dilution de sérum au 1/10, puisque deux ceufs sur quatre ne 
contiennent pas de virus décelable a cette dilution. 

C’est le liquide allantoique de l’ceuf n° 4 qui servira 4 un nou- 
veau passage, puisqu’il contient le virus qui a bien poussé en 
présence de la quantité la plus forte de sérum. Ce virus (FMI1-4) 


x 


est passé pur de nouveau a 12 ceufs suivant les mémes modalités 


VIRUS GRIPPAL ET INHIBITEURS NORMAUX 475 


que plus haut, mais les dilutions de sérum, injectées une heure 
plus tard, sont cette fois-ci de : 1/10, 1/5 et 1. 

L’expérience est poursuivie d’une maniére identique de proche 
en proche en inoculant pur le liquide allantoique quia été infecté 
en présence de la dilution la plus concentrée de sérum et cn 
augmentant progressivement la concentration du sérum injecté. 


Tazteau I. — Adaptation progressive de la souche FM1 & la culture 
in ovo en présence de quantités croissantes de sérum normal 
de beuf. 
Souches N° des Dilution titre des 
Fassages inooulées oeufs de sérum liquides 
pures 0,1 inooulés injecté 4€ b.aprés 
2 4 _inooulation 2 
1/50 0} 640 
Ney FMI-O 1/50 40 160 
(souche 1280 
originelle ) 
0 
13 | 19 pur | 1/5 0) 0 
Ne2 FMI-4 14 | 20 pur | 1/5 0) 0 
I5 | 21 pur | 1/10 0} 1280 
16 | 22 p 1/10 0} 1280 
23 1/5 | I/I0 ) = 
C8 | 24 I 1/10 1280 = 
25 | 31 Pur | 1/2 ) 160 
N°3 FMI-18 26 | 32 pur | 1/2 0 - 
QO} 1280 
oO} 1280 
0 320 
20 
320 
N°4 FMI-29 ae 
0 
40 
Ne FMI-41 i) 
? - 160 
320 320 
° MI ) 160 
N°6 PMI-45 S oF 
640 640 
160 I60 
320 80 
160 80 
: ae ee ‘. 
Résultats. — Le tableau I montre l’adaptation progressive de !a 


souche FM1-0 a la culture en présence de sérum de boeuf. Apres 
7 passages, la souche originelle, qui avait de la peine a se multi- 
plier en présence de sérum de boeuf dilué au 1/10, s’est trans- 
formée peu a peu au point de se développer d’une maniére nor- 
male, méme si 2 ml de sérum de beeuf pur sont ajoutés au liquide 
allantoique une heure aprés infection virale. 
: ; : ss ; 

A ce stade, on pourrait progressivement diluer | inoculum viral, 

tout en conservant les quantilés maxima de 2 ml de sérum de 
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boeuf par ceuf. Il est probable que l’on observerait l’apparition @ 
variants de plus en plus insensibles. Mais d’ores et déja, le 
variant FM1-53 obtenu est fortement adapté a la culture sur ceuf 
en présence de son inhibiteur normal. Nous allons voir dans 
quelle mesure la variation obtenue a modifié la sensibilité de la 
souche a l’action anti-hémagglutinante du sérum de boeuf. 


Il. —- ErubDE DE LA SENSIBILITE DU VARIANT AU POUVOIR INHIBITEUR 
DU SERUM DE BOEUF. 


Technique. — Trois souches de virus sont éltudiées compara- 
tivement : la souche originelle FM1-0, la souche FM1-41 obtenue 
au quatriéme passage) et la souche FM1-61 (variant terminal). 

Trois tests d’inhibition de l’hémagglutination sont pratiqués 
suivant la technique indiquée plus haut. Le pouvoir anti-hémag- 
glutinant du sérum normal de beeuf est déterminé en présence 
de quatre unités hémagglutinantes de chacun des trois virus. 


Tasteau IJ. — Tests d’inhibition de l’hémagglutination effectués avec 
le sérum normal de beuf en présence de 4 unités hémagglutinantes 
de la souche FM1-0 originelle et des variants 41 et 65. 


Dilutions 320 640 1280 2560 
de sérumde 
boeuf 


O = inhibition de Vhémagglutination. + = agglutination. 


Résultats (V. tableau II). — Le variant FM1-61 a perdu ¢a 
sensibilité a l’inhibiteur. L’intermédiaire FM-41 est encore légé- 
rement sensible. La souche originelle, prise comme témoin, est 
parfaitement sensible. 


DiscussION ET CONCLUSION. 


Les résultats obtenus montrent qu’il est tout a fait possible 
d’obtenir rapidement, a partir d’une souche sensible, un variant 
insensible 4 Vinhibiteur homologue. La double adaptation obtenue 
(adaptation de la souche au pouvoir anti-hémagglutinant et au 
pouvoir neutralisant du sérum normal) indique que ces deux pro- 
priétés relévent, dans le sérum considéré, de l’existence de fac- 
teurs qui ont toutes les chances d’étre identiques. 

A la suite de ces observations, un certain nombre de problémes 
peuvent étre évoqués. En premier lieu, il est plausible de se 
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demander si le variant obtenu conservera, aprés plusieurs pas- 
sages en l’absence de sérum inhibiteur, toutes les propriétés 
acquises, OU si au contraire il retournera peu a peu au stade 
originel. 

I] serait également intéressant de savoir si la disparition de la 
sensibilité d’une souche a l’inhibiteur d’un animal donné s’accom- 
pagne de la disparition paralléle de la sensibilité 4 V’inhibiteur de 
Yanimal associé. Autrement dit, un variant A’-1947 adapté 
a lV’inhibiteur de bceuf est-il pour autant devenu  insensible 
a Vinhibiteur de mouton ? Cette éventualité prouverait l’identité 
des inhibiteurs des deux espéces animales. 

D’autre part on peut envisager la possibilité d’une modification 
telle du variant obtenu qu’il soit devenu sensible aux inhibiteurs 
de sérum auxquels il était primitivement résistant. 

Les résultats des recherches actuellement en cours a ce sujet 
feront Pobjet de communications ultérieures. 

Les expériences similaires entreprises avec la souche A’D48 
et le sérum normal de bceuf ont donné des'résultats en tous 
points semblables & ceux obtenus avec la souche A’FM1. Les 
détails de ces expériences ne sont pas donnés ici, puisqu’ils sont 
superposables a ceux décrits plus haut. 


RESUME. 


Un variant insensible a été obtenu a partir de la souche de virus 
grippal A’FM1 normalement sensible aux actions inhibitrice et 
neutralisante du sérum de boeuf. La variation s’est opérée par 
culture répétée du virus en ceuf embryonné en présence de doses 
sub-neutralisantes de sérum de beeuf. 

L’adaptation de la souche originelle 4 l’action neutralisante du 
sérum s'est accompagnée d’une adaptation paralléle a laction 
anti-hémagglutinante de ce méme sérum. 

Dans les conditions de l’expérience, le nombre des passages 
nécessaires pour l’obtention d’un variant typique a été de 7. 


SUMMARY 


FExprefiiMENTAL ADAPTATION OF INFLUENZA VIRUS TO INHIBITORS 
OF MORMAL SERA. 


I. — IsoLATION OF A NON-SENSITIVE VARIANT 
BY MEANS OF CULTIVATION OF THE SENSITIVE STRAIN 
IN PRESENCE OF ITS INHIBITOR. 


A non-sensitive variant has been obtained from the FM1 strain 
of influenza virus which is normally sensitive to the inhibitors 
contained in normal ox serum. 
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This variant was the result of serial cultures of the virus in 
embryonaled eggs in présence of sub-neutralizing doses of bovine 
serum, 

Adaptation of the original strain to the neutralizing action of 
serum has been accompanied by a parallel adaptation to the anti- 
hemagglutinating action of the same serum. 

Under the experimental conditions described, seven passages 
have been necessary to obtain a typical variant. 
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ELUTION NON ENZYMATIQUE DU VIRUS GRIPPAL 


par D. BARUA (*) et B. FAUCONNIER (**). 


(Institut Pasteur, Centre National de la Grippe) 


L’élution du virus grippal aprés adsorption sur les récepteurs 
globulaires est considérée depuis longtemps comme un _phéno- 
méne uniquement enzymatique (Hirst, Burnet, Hanig, Ada et 
Stone [41 a 6)). 

Le virus grippal réagit avec l’hématie comme un enzyme avec 
un substrat. Les preuves fournies ont été les suivantes : 


1° Aprés inter-réaction, seul le substrat présente des modifica- 
tions (inhémagglutinabilité par le méme virus), alors que le virus 
reste apparemment intact ; 

2° L’adsorption a 4° C n’est pas suivie d’élution a cette méme 
température ; 

3° ‘Le virus inactivé (virus « indicateur » B-Lee) est incapable 
de s’éluer 4 quelque température que ce soit ; 


4° L’action du virus est tout Aa fait semblable 4 celle d’un 
enzyme tel que le RDE. 


L’ensemble de ces faits semble solide. Cependant, des excep- 
lions de plus en plus nombreuses tendent & prouver que |’élution 
peut ne pas étre toujours d’ordre enzymatique, en ce sens que 
lon ne retrouve en aucune maniére |’intervention d’un enzyme 
dans le cours des phénoménes qui président au détachement de 
la particule virale de la surface globulaire (Buzzel et Hanig, 
Tamm {7, 8)}). 

Le présent mémoire apporte une contribution nouvelle a ces 
faits. 

Les résultats montrent d’une part que |’élution non enzymatique 


(*) Dt D. Barua, stagiaire au Centre National de la Grippe. Adresse 
actuelle : Institute of Post-Graduate Medical Education and Research, 
Calcutta 20, India. 

(**) Manuscrit recu le 27 mai 1999. 
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est possible, et d’autre part que le virus élué n’est pas différent 
du virus frais avant adsorption. 

C’est la mise au point d’hématies résistantes traitées par le 
formol (Flick, Cox et Pirtle [9 a 44]), qui nous a permis d’entre- 
prendre cette série d’expériences, 


MATERIEL ET TECHNIQUE 


SOUCHES DE VIRUS. 


Souche A PR8& adaptée a l’ceuf embryonné par passages successifs dans 
la cavité allantoique. Le virus est inoculé 4 des ceufs de 11 jours et le 
liquide virulent est prélevé A froid aprés quarante-huit heures d’incuba- 
tion 4 la température de 35°C. Le liquide allantoique, clarifié par 
centrifugation 4 2500 tours pendant dix minutes, est conservé & + 4° C 
et utilisé tel quel pour les expériences d’adsorption-élution. 

La souche B-Lee est cultivée, clarifiée et conservée de la méme 
maniére. Le liquide allantoique virulent est inactivé par chauffage 
a 56° C pendant une demi-heure. 


HEMATIES DE COQ. 


1° Hématies fratches (HN). Un coq est ponctionné chaque semaine. 
Les hématies du sang total recueilli sur 1 p. 100 de citrate sont lavées 
trois fois avec 20 volumes d’eau physiologique. Une partie est stockée 
en culot & + 4° en vue des expériences d’adsorption-élution de la 
semaine. L’autre est mise en suspension en eau physiologique a Sa 
concentration de 0,5 p. 100 et sert aux titrages hémagglutinants. 

2° Hématies formolées. Un stock d’hématies formolées (HF) est pré- 
paré par la méthode de Cox [44] modifiée par Fauconnier [42]. Ces 
hématies, résistantes 4 l’hémolyse, sont conservées en culot X + 4° et 
utilisées au fur et & mesure des besoins pour les expériences d’adsorp- 
tion-élution. 

IMMUNSERUM. 


Il est obtenu par injection intraveineuse de liquide allantoique au 
cheval. Les doses sont de 10 ml de liquide (titre infectant : 10-8) deux 
fois par semaine, pendant quatre semaines. 


LIQUIDE D’ELUTION. 


L’eau distillée déminéralisée 4 pH 6,8 est employée aussi hien pour 
la préparation de ]’eau physiologique que pour les opérations d’élution. 


TITRAGE DU POUVOIR HEMAGGLUTINANT DU VIRUS. 


Il s’agit de la technique classique de Salk [43]. Des dilutions des 
suspensions virulentes sont pratiquées de demi en demi en eau 
physiologique et un méme volume de suspension d’hématies fraiches 
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4 0,5 p. 100 est ajouté & tous les tubes. Aprés un séjour de deux heures 
a 20°C, la lecture se fait, lorsque le témoin est parfaitement sédi- 
menté, par détermination de la dilution limite donnant encore une 
hémagglutination 50 p. 100. Les résultats sont exprimés dans les 
tableaux par le dénominateur de cette dilution limite. 

Les titrages des surnageants et éluats sont pratiqués aussitét apres 
chaque opération. 


I. — POSSIBILITE D’ELUTION NON ENZYMATIQUE 


EXPERIENCE 1. 


Adsorption-élution répétées d’une méme souche de ‘virus 
au moyen dun méme culot globulaire: élution a 37°C. 


TECHNIQUE. — Des opérations d’adsorption-élution sont prati- 
quées au moyen de liquide allantoique virulent PR8 et d’hématies 
de coq fraiches et formolées. A chaque adsorption, 20 ml de 
» liquide allantoique neuf sont mélangés a4 0,38 ml de culot 
d’hématies (concentration 1,5 p. 100). Le méme culot d’hématies 
(fraiches ou formolées) est utilisé pour toutes les opérations suc- 
cessives d’adsorption. Chaque adsorption se fait a + 4° C pen- 
dant trente minttes. ‘Les culots d’hématies sont lavés avec de l’ean 


Tasreau I. — Titres hémagglutinants des liquides surnageants et 
des éluats aprés 11 opérations d’adsorption-élution. 


Hématies Hématies 
formolées fraiches 


A 
z 
3 
4 
5 
6 
tl 
8 
g 
I 
i 


0 
a 


physiologique. L’élution se pratique a 87° C, pendant dix minutes, 
soit dans 20 ml d’eau physiologique (hématies fraiches), soit dans 
20 ml d’eau distillée (hématies formolées). 
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Les titres hémagelutinants des liquides aprés adsorption ct 
aprés élution sont déterminés au cours des 11 opérations suc- 
cessives. 


Riésuttar (V. tableau 1). — Au cours de la premiére opération, 
il apparait clairement que |’élution en eau distillée est importante 
au bout de dix minutes, alors qu’elle est nulle en eau physiolo- 
gique bien que l’adsorption ait été a peu prés la méme avec les 
deux espéces de globules. 

Au cours des opérations successives, Jes hématies fraiches ou 
formolées deviennent de moins en moins réceptives au virus, 
mais les hématies formolées éluées en eau distillée conservent 
toujours des propriétés d’adsorption et d’élution nettement supé- 
rieures aux hématies fraiches. 

L’augmentation passagére de l’élution, constatée aussi bien 
avec les hématies fraiches qu’avec les hématies formolées sera 
discutée plus loin. 


EXPERIENCE 2. 


Adsorption-élution répétées, 
avec élution a la température de + 4° C en eau distillée 
et eau physiologique. 


Tecunigue. — Elle est la méme que dans l|’expérience précé- 
dente. 

Adsorption : trente minutes a + 4° C. 

Elution : elle se faitia + 4° C, soit en eau physiologique refroidie 
(hématies fraiches et formolées), soit en eau distillée refroidie 
(hématies formolées). 

La durée de ]’élution est de dix minutes. 


Résuttats (V. tableau IIT). — Les résultats montrent que, méme 
a cette basse température, |’élution se produit trés rapidement en 
eau distillée, alors qu’elle est encore nulle en eau physiologique, 


Tasreau II]. — Titres hémagglutinants des liquides surnageants et 
des éluats aprés élution &2 +4°C en eau physiologique et en 
eau distillée. 


Hématies Hématies 


formolées formolées 


fraiches 
Surn.] Eluat Surn. Surn.| Eluat 
eau -. eauD, 


Titre du liquide PR8 frais : 2560. Elution : + 4°C pendant dix minutes. 


Hématies 


Eluat 
cau ®, 
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aprés deux opérations d’adsorption-élution avec du liquide allan- 
toique frais. Il apparait également que |’élution en dix minutes est 
aussi bien nulle a + 4° C en eau physiologique, que l’on emploie 
les hématies fraiches ou les hématies formolées. 


EXPERIENCE 38. 


Adsorption unique, 
avec tentative répélée d’élutions comparatives a + 4° C 
en eau physiologique et en eau distillée. 


TEcHNIQUE. — Adsorption : trente minutes 4 + 4° C, une seule 
fois. 

Elution : dix minutes & + 4°C avec, soit de l’eau physiolo- 
gique (HN), soit de l’eau distillée (HF), refroidies. Aprés la pre- 
miére adsorption-élution, les hématies sont remises en suspension 
en eau physiologique ou distillée et éluées 4 nouveau pendant dix 
minutes a + 4°C, Cette méme opération est répétée six fois 
sans aucune adsorption nouvelle du virus. A la septiéme opéra- 
tion les hématies sont remises en suspension et éluées deux heures 
a 27°C, 

Resutrats (V. tableau III). — En présence d’eau physiolo- 


gique, les lentatives répétées d’élution du virus 4 + 4° C n’abou- 


TasLeau Ill. — Titres hémagglutinants des éluats aprés élutions 
répétées &2 +4°C d’hématies fraiches et formolées adsorbées 
une seule fois. 


Hématies Hématie 
fraiches formol. 


Surnageant aprés adsorp 40 


Elwt apres i 2560 
Eluat apres 320 
Eluat apres 18) 
Bluat aprés D0) 
Eluat apres Lan) 


Hématties fraiches éluées en eau a 4° 
Hématies formolées éluées en eau D a 4° 


Eluat apr®s 2 H a 37° 


Titre du liquide PRS avant adsorption : 2560. 


tissent A aucun résultat. Pourtant le virus est bien adsorbé et 
capable d’élution, ainsi que le montre le titre de l’éluat de la 
derniére élution A 37° C pendant deux heures. 
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Au contraire, en présence d’eau distillée, l’élution a + 4° C est 
rapide et compléte en deux opérations. En effet, le plus haut titre 
hémagglutinant est observé dés le premier éluat, en dix minutes, 
et la derniére élution a 87°C pendant deux heures, ne révéle 
aucune hémagglutinine. 


EXPERIENCE 4. 


Effet d’une élution de deux heures a 37° C en eau phystologique 
et en eau distillée 
sur les capacités adsorbantes des hématies. 


Tecunigue. — Trois lots d’hématies (2 formolés et 1 frais) sont 
adsorbés avec du liquide allantoique A-PR8. Les proportions sont 
de 1 cm? de culot globulaire pour 20 ml de liquide virulent. Le 
temps d’adsorption est de trente minutes & + 4° C. 

Aprés centrifugation, les trois surnageants sont titrés. 

Le culot d’hématies fraiches est remis en suspension dans 20 ml 
d’eau physiologique, alors que les culots d’hématies formolées 
sont repris un dans 20 ml d’eau physiologique, Vautre dans 
20 ml d’eau distillée. 

Les trois lots sont élués deux heures a 37°C et, apres centri- 
fugation, les trois éluats sont titrés. 

‘Les culots globulaires sont alors réadsorbés avee 10 ml de 
liquide allantoique virulent pendant trente minutes & + 4° C. 

Les surnageants sont 4 nouveau tilrés. 


Résutrats (V. tableau IV). — Pour les trois lots considérés, !a 
premiére adsorption est identique. L’élution est également sem- 
blable. Mais les capacités réadsorbantes des hématies éluées 


Tanrrau IV. — Effet de l’élution en eau distillée et en eau physiolo- 
gique sur les capacités adsorbantes des hématies. 


titre |Elué | Titre 
d'hématies|surn.| en |Eluat 


Hématies 
fraiches 


Hématies 
formolées 


Hématies 
formolées 


Titre du liquide PRS: 5120. Adsorption & + 4°C pendant trente minutes. 
Elution 4 37°C pendant deux heures. 
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d'une part en eau physiologique et d’autre part en eau distillée 
sont totalement différentes. 

Aprés élution en eau physiologique, les hématies (fraiches ou 
formolées) ont presque totalement perdu la propriété de fixer le 
virus, alors qu’au contraire les hématies éluées en eau distillée 
conservent cette propriété intacte. 


EXPERIENCE 5. 


Elution du virus « indicateur » B-Lee. 


TecunrquE. — Le virus « indicateur » B-Lee est adsorbé une 
seule fois soit sur hématies fraiches, soit sur hématies formolées : 
trente minutes a + 4°C. Dans une premiére expérience, les 
hématies sont éluées soit en eau physiologique (HN), soit en eau 
physiologique et en eau distillée (HF). Les temps d’élution sont 
de dix minutes et de cent-vingt minutes. La température d’élution 


Tasteau V. — Titres hémagglutinants des liquides surnageants aprés 

adsorption sur hématies fraiches et formolées et des éluats aprés 

élution 4 37° en eau physiologique et en eau distillée pendant des 
temps variables (virus « indicateur » B-Lee). 


Hématies Hématies Hématies 
fraiches formolées formolées 


Surn. HlUat Surn. Eluat |Surn. Sluat 
eau P 


Titre du virus B-Lee « indicateur » avant adsorption : 5120. 


TasteaAu VI. — Méme expérience que dans le tableau V, mais avec 
élution a + 4°C. 


Hématies Hématies Hématies 
fraiches formolées formolées 


Surn. Eluat | Surn. Eluat Surn. Eluat 


Titre du virus B-Lee « indicateur » avant adsorption : 2560. 
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est de 37°C, Dans une seconde expérience, les hématies sont 
éluées a4 + 4°C, soit en eau physiologique (HN), soit en eau 
distillée (HF). 


Résuttats (V. tableaux V et VI). — Le tableau V montre que, 
si le virus « indicateur » ne s’élue pas en eau phyeiolae ies méme 
apres vingt minutes de séjour en bain-marie 4 37° C, au contraire 
son élution est pour ainsi dire complete aprés dix minutes a cette 
méme température. 

Le tableau VI révéle qu’a + 4° C, I’élution en eau physiolo- 
gique est parfaitement nulle, ane qu’en dix minutes et méme 
a cette basse température le virus « indicateur » s’élue d’une 
maniére importante. 


EXPERIENCE 6. 


Adsorption-élution répétées d’un méme virus avec un méme culot 

globulaire, sans adjonction de quantités nouvelles de virus apres 

chaque élution; c’est le virus élué que l’on réadsorbe sur les 
mémes globules. 


TECHNIQUE. — La méme expérience est conduite d’une part avec 
le virus A-PR8 vivant, d’autre part avec le virus B-Lee « indica- 
teur ». 0,3 ml de culot : s’ hématies formolées sont mis en suspension 
dans 15 ml de lquide allantoique virulent. L’adsorplion se fait 
ux + 4° C pendant trente minutes. Aprés centrifugation, le surna- 
geant est décanté et titré. Le culot est élué dans 15 ml d’eau 
distillée pendant dix minutes, avec agitation a la main. La sus- 
pension est alors centrifugée et l’éluat est titré. 0,138 g de NaCl 
pur est alors ajouté a l’éluat et les hématies éluées sont remises 
en suspension dans cet éluat, rendu isotonique. Une nouvelle 
adsorption de trente minutes a + 4° C est effectuée, et ainsi plu- 
sieurs adsorptions-élutions sont pratiquées, en écartant le surna- 
geant mais en reprenant toujours |’éluat aprés adjonction de sel. 


Tasteau VII. — Titres hémagglutinants des liquides surnageants et 

des éluats aprés élutions répétées en eau distillée et réadsorptions 

répétées du méme virus sur les mémes hématies (hématies 
formolées). 


PRE B-Lee "indic" 
(titre :2560,) (titre: 2560) 
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Résuttats (V. tableau VIL), — Le virus A-PR8, aussi bien que 
le virus B-Lee « indicateur » s’adsorbent et s’éluent d’une manicre 
repélée sur les mémes globules. A la quatriéme opération, !a 
quantité de virus élué est la méme que celle oblenue au cours 
de Ja premiére opération. Trois fois de suite, la méme quantité 
du méme virus a pu s’adsorber puis s’éluer sur les mémes globules. 


EXPERIENCE 7. 


Effet du periodate de sodium. 


Trecunigur. — Différentes concentrations (M/100 4 M/76800) de 
periodate de sodium NalO,) sont mélangées A un volume égal de 
suspension d’hématies fraiches et d’hématies formolées a 0,5 p. 100. 
L’action du periodate se prolonge pendant une heure a la tempé- 
rature du laboratoire, avec agitation fréquente. 

Les hématies sont alors lavées deux fois en eau physiologique 
glucosée a 5 p. 100; puis deux fois en eau physiologique simple. 
Puis elles sont mélangées au liquide allantoique PR8 a la concen- 
tration de 1,5 p. 100 et laissées en contact trente minutes a + 4° C. 
Aprés centrifugation, les surnageants sont titrés. Les culots sont 
élués soit en eau physiologique soit titrés. ‘Les culots sont élués 
soit en eau physiologique (hématies fraiches), soit en eau distillée 
(hématies formolées), a 37° C pendant deux heures. ‘Les éluats sont 
titrés. 


Tasteav VIII. — Pourcentage d’adsorption et d’élution aprés traite- 
ment des hématies fraiches et des hématies formolées par le 
periodate de sodium. 


Concentrations| Hématies Hématies 
de périodate. fraiches formolées 


Gatien] ease | a ait. 
eau g Pau D 


M/I00 a 
1/1600 


M/3200 & 
M/12800 


M/I2800 & 
11/76800 


Riésuttats (V. tableau VIII). — Pour des concentrations de 
NalO, comprises entre M/100 et M/1600, les récepteurs globu- 
laires sont fortement affectés. Entre M/12800 et M/76800, le per- 
iodate est trop dilué pour pouvoir provoquer une altération des 
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récepteurs. C’est entre M/3200 et M/9600 que se situe la zone 
d’action intéressante du periodate. Pour les hématies fraiches, 
l’élution en eau physiologique est presque nulle, ainsi qu’il est 
classique de l’observer, alors que pour les hématies formolées, 
l’élution en eau distillée est considérable. 


Il. — LE VIRUS ELUE EN EAU DISTILLEE 
EST SEMBLABLE AU VIRUS FRAIS AVANT ADSORPTION 


EXPERIENCE 8. 


Pouvoir inhibiteur d@un tmmunsérum. 


Trecuniour. — La détermination du pouvoir inhibiteur d’un 
immunsérum de cheval anti-PR8 est pratiquée vis-a-vis du virus 
frais d’une part, et du virus élué d’autre part. A cet effet, le 
sérum est dilué de demi en demi dans un volume d’eau physio- 
logique de 0,5 ml. Puis dans chaque tube sont ajoutées 4 unités 
agelutinantes de virus sous le volume de I goutte et 0,5 ml d’une 
suspension d’hématies fraiches 4 0,5 p. 100. Un témoin virus et 
un témoin globules sont aojutés a la réaction. 

La lecture se fait aprés deux heures de sédimentation a la 
température du laboratoire. 


Résuttats (V. tableau IX). — Les titres inhibiteurs de l’immun- 
sérum vis-a-vis des deux souches sont absolument identiques. 


Tasteau IX. — Effet inhibiteur d’un immunsérum anti-PR8 sur la 
capacité hémagglutinante du virus PR8 élué en eau distillée et en 
eau physiologique. 


Dilutions de 1'immun-sérum 


I6é 32 64 128 256 512 1024 2048 


0 
eau dist. 


EXPERIENCE 9, 
Capacité reproductive du virus en eau distillée. 


Tecunigue. — Des hématies formolées sont autoclavées pen- 
dant vingt minutes 4 120°C. Aprés refroidissement a + 4° C, 
1 ml de ces hématies en culot est ajouté stérilement A 20 ml de 
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liquide allantoique virulent A-PRS (VF). L’ensemble est main- 
tenu a + 4° C pendant trente minutes, puis centrifugé. Le culot 
est élué aprés lavage en eau physiologique froide stérile, avec 
20 ml d’eau distillée stérile. La durée d’élution est de vingt 
minutes. On obtient le virus élué en eau distillée (VE). 

VF et VE sont dilués séparément en eau physiologique stérile 
el passés par voie allantoique 4 deux séries de vinet ceufs 
embryonnés de dix jours, de maniére a en titrer le pouvoir infec- 
tant. Aprés quarante-huit heures de séjour a 35°C, les ceufs 
sont ponctionnés individuellement et le test hémagelutinant est 
pratiqué avec le liquide allantoique de chacun d’eux. 


\EsuLTATS. — ‘Le titre infectant de VE n’est pas sensiblement 
différent du titre de VF. En tous les cas, VE est parfaitement 
capable de se développer de nouveau. La différence du titre pro- 
vient sans aucun doute de la perte de virus consécutive a |’adsorp- 
tion et a l’élution, qui ne sont jamais totales. 


EXpERI£NcE 10. 


Capacilé adsorbante et élutive du virus élué en eau disiillée. 


L’expérience 6 prouve que le virus élué en eau distillée est 
capable de s’adsorber et de se libérer spontanément plusieurs 
jours de suite. 


Ill. — LES RECEPTEURS DES HEMATIES FORMOLEES 
SONT-ILS DIFFERENTS 
DE CEUX DES HEMATIES FRAICHES ? 


EXPERIENCE 11. 


Action du RDE, 


TrecuniouE. — Dans deux séries de tubes, le RDE est dilué de 
demi en demi en eau physiologique contenant 0,1 p. 100 de Cl,Ca 
sous le volume de 0,5 ml. Un égal volume d’une suspension glo- 
blaire 4 1 p. 100 d’hématies fraiches ou formolées est ajouté 
a tous les tubes de chacune des deux séries. L’ensemble est place 
a 37° C pendant deux heures. Puis, les tubes sont centrifugés et 
le liquide surnageant de chaque tube est remplacé par 0,5 ml 
d’eau physiologique, auquel on ajoute 0,5 ml de liquide allan- 
toique contenant 10 UHA de virus A-PR8. Aprés agitation, les 
tubes sont laissés deux heures a la température du laboratoire et 
la lecture se fait alors en recherchant la derniére dilution de RDE 
ou |’agglutination est encore totalement inhibée. 


490 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


Résuttats (V. tableau X). — L’action du RDE sur les récep- 
teurs cellulaires des hématies fraiches est absolument semblable 
a celle exercée sur les hématies formolées. Il faut la méme dilu- 


Tanteau X. — Action du RDE sur les récepteurs des hématies 
fraiches et formolées. 


O, pas d’hémagglutination. +, hémagglulination. 


tion de RDE (256) pour détruire les récepteurs des deux sortes 
d’hématies. On peut en conclure qu’a ce point de vue les récep- 
teurs ne présentent pas de dilférences notables. 


DISCUSSION 


L’examen des résultats de l’expérience 1 peut donner leu 
& discussion. Dés la deuxiéme opération, le pouvoir adsorbant des 
hématies fraiches est déja trés mauvais. Ceci est conforme 4 la 
théorie classique. Les récepteurs seraient détruits par action enzy- 
matique ; les temps d’élution de dix minutes 4 37° C s’ajoutant 
les uns aux autres fourniraient finalement une durée suffisante 
pour que enzyme puisse agir d’une maniére complete. 

Par contre, l’examen des adsorption-élution effectué au moyen 
des hématies formolées en eau distillée montre qu’il ne peut étre 
fait état en aucune maniére de phénoménes enzymatiques. La 
concentration saline est toujours insignifiante ; or on sait qu’une 
concentration suffisante du milieu en ClNa est nécessaire pour 
que l’enzyme puisse agir (Burnet). L’élution du virus en eau 
distillée est rapide et importante. A chaque opération, il se pro- 
duit une réadsorplion notable de virus frais. On est done ici en 
parfaite contradiction avec le fait généralement admis, A savoir : 
que les récepteurs d’hématies ne peuvent servir qu’une seule fois 
pour le méme type de virus. Apres élution répétée en eau distillée, 
les récepteurs peuvent servir a de nouvelles adsorptions. D’ailleurs, 
Yexpérience 5 montre clairement que, méme si aucune nouvelle 
quantité de virus (supérieure a celle adsorbée) n’est ajoutée, les 
hématies éluées peuvent trés bien réadsorber la totalité du virus 
élué & condition que le temps d’adsorption soit suffisant. Elle 
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montre aussi que le virus peut se réadsorber plusieurs fois sur 
Jes hématies dont il vient de se libérer, pourvu que la concentra- 
tion ionique du milieu en ClNa soit suffisante elle aussi. 

Dans le cas de l’expérience 1 il semble qu’aprés six ou sept 
opérations en eau distillée, un certain nombre de récepteurs aient 
disparu. L’adsorption est en effet moins bonne. En comparant 
les opérations d’adsorption-élution en eau physiologique et en eau 
distillée, on constate une disparition progressive des récepteurs. 
Cette disparition est plus rapide en eau physiologique qu’en eau 
distillée. Ceci serait di au fait qu’en eau physiologique le virus 
élué peut se réadsorber aussitét sur de nouveaux récepteurs el 
les détruire, réalisant une tonsure rapide de l’hématie au cours 
dune sule élution. En eau distillée, la réadsorption ne pouvant 
avoir lieu par manque de sel, la tonsure est moins rapide et n’est 
le fait que du nombre des élutions opérées. 

Lorsque l’on traite les hématies par le periodate de sodium, 
le réle principal de cet élément chimique est considéré comme 
réduisant la susceptibilité des globules rouges aux actions enzy- 
matiques. Aprés action de quantités importantes de periodate, 
l'absorption est contrariée. Mais lorsque les quantités sont moins 
fortes, absorption est possible; c’est alors l’élution du virus 
qui se trouve réduite. L’expérience 7 indique que, la encore, 
enzyme n’a pu intervenir, puisque |’élution en eau distillée des 
hématies traitées n’est absolument pas réduite, alors qu’elle est 
considérablement affectée quand il s’agit d’hématies fraiches 
traitées, éluées en eau physiologique. L’élution des hématies 
traitées peut donc étre considérée comme un phénoméne certal- 
nement non enzymatique. 

Les résultats fournis par l’expérimentation au moyen du virus 
B-Lee « indicateur » sont particuliérement intéressants. Voici un 
virus classiquement réputé complétement dépourvu de propriétés 
enzymatiques (Francis [44]) puisque inactivé, et done indétachable 
des récepteurs, et qui s’élue avec une facilité extréme en eau 
distillée. L’expérience 3 montre qu’aprés une seule adsorption, 
le nombre et la durée des élutions nécessaires pour libérer la 
totalité du virus est extrémement variable suivant que l’on agit 
a haute ou basse température, en milieu salé ou non. En absence 
de sel, comme il fallait s’y attendre, la libération du virus est 
indépendante de la température. Elle est totale en deux opéra- 
tions de dix minutes, méme 4 + 4° C. En milieu salé, les résultats 
différent suivant la température ; |’élution est possible et pro- 
gressive 4 37° C, mais nulle 4 + 4° C. od — 

A la lumiére des résultats généraux obtenus ici, il parait indiqué 
de conclure que l’élution non enzymatique est parfaitement pos- 
sible. Si l’on groupe dans un méme tableau, d’un cété les caraceéres. 
de l’élution enzymatique et de l'autre ceux de I’élution en eau 


492 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


distillée, on observe une compléte opposition entre ces deux 
modes d’élution sur les points principaux. 


ELUTION ENZYMATIQUE ELUTION EN EAU DISTILLEE 


1° Nécessité d’ions A concentra- 1° Absence d’ions. 


tion suffisante. 2° Elution rapidement totale. 
2° Elution lente et progressive. 3° Elution possible aussi bien 
3° Elution d’un virus vivant : a 37° qu’a 4°. 

Possible a 37° ; 4° Elution du virus B-Lee 

Impossible a 4°. « indicateur » posible aussi 
4° Elution du virus B-Lee bien a,37° qu a. 4e; 

« indicateur » impossible 5° L’élution s’accompagne 

aussi bien A 87° qu’a 4°. d’une destruction moins 
5° L’élution s’accompagne rapide. 


d’une destruction irréver- 
sible des récepteurs cellu- 
laires pour le méme virus. 


La thése classique veut que les phénoménes d’élution soient 
uniquement d’ordre enzymatique (Burnet, Hirst). Le virus est 
pourvu d’enzymes, et ceux-ci agissent sur les récepteurs glo- 
bulaires en les détruisant peu a peu et en permettant ainsi la 
libération de la particule virale. Le schéma de Burnet est le 
suivant [2] : la surface des hématies présente de longues chaines 
flexueuses de récepteurs qui possédent ca et la des loci réceptifs. 
Le virus, lui, posséde des points enzymatiques (sites actifs). A !a 
suite de la concordance entre loci réceptifs et sites actifs, ’enzyme 
viral peut entrer en action et détruire le récepteur. Le virus lbéré 
va se fixer sur d’autres récepteurs et ainsi de suite. 

Buzzell et Hanig |7] ont apporté des modifications importantes 
a cette théorie. Ils prétendent qu’il y a peu de chances pour que 
les loci réceptifs et les sites actifs puissent concorder. La fixation 
se produit en plusieurs points sur des récepteurs différents. Puis, 
par suite de l’agitation créée par le mouvement brownien, il 
survient une rupture de ce que les auteurs appellent les « weak- 
bonds », sortes de point de faiblesse que la chaine du récepteur 
présente périodiquement sur toute sa longueur. Flick [45] dit de 
plus que la libération du virus dans un milieu dépourvu d’ions 
est due a ]’augmentation importante des forces de répulsion élec- 
trostatique entre les différents composants du complexe. Nos 
résultats apportent un appui A ces derniéres théories. L’élution 
serait d’ordre mécanique. En eau distillée, c’est-a-dire en l’absence 
dions, les particules virales négatives se détachent des chaines 
polysaccharidiques. Cette séparation se fait d’une maniére spon- 
tanée, les charges négatives des hématies et du virus n’étant plus 
neutralisées. Peu a peu, a la suite d’un grand nombre d’opérations 
d’adsorption-élution, les chaines des récepteurs finiraient par 
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disparaitre par ruptures progessives de leur corps au niveau des 
« weak-bonds », chaque élution entrainant avec le virus une 
faible partie du polysaccharide. En eau physiologique, le virus 
étant beaucoup plus solidement fixé, la rupture de la chaine ne 
se produinait pas au niveau des « weak-bonds », mais a la base 
du pédicule, ou prés de celle-ci, entrainant une destruction défi- 
nitive du récepteur, Mais cette destruction serait d’ordre méca- 
nique, due au seul mouvement brownien, et non pas 4 laction 
d’un enzyme viral. 

L’expérience 4 montre clairement la différence de l’effet exercé 
sur les récepteurs par l’élution en eau physiologique et en eau 
distillée. En présence d’eau physiologique, |’élution en deux 
heures aboutit a la destruction presque compléte des récepteurs. 
Cette destruction serait due aux réadsorptions continuelles du 
virus libéré sur les récepteurs voisins, suivies de nouvelles rup- 
tures de ces récepteurs et de nouvelles réadsorptions. Ce pro- 
cessus se poursuivrait ainsi jusqu’a élimination de tous les 
récepteurs (tonsure de |’hématie). Mais en eau distillée, par 
manque d’ions, les réadsorptions continuelles sont impossibles, 
et le virus ne peut rompre plus que la seule partie de la chaine 
mucopolysaccharidique sur laquelle il s’était fixé lors de la pre- 
mi¢re adsorption. 

Ces résultats, obtenus avec le virus « indicateur », sont en 
accord avec le fait actuellement admis que le virus se fixe d’autant 
plus loin sur la chaine polysaccharidique du récepteur que sa 
charge négative est plus forte. Le virus ‘Lee étant reconnu comme 
ayant une charge négative tres faible (Buzzell [7]), il se fixerait 
a la base de la chaine, tout prés de la surface de |’hématie. 
La liaison serait trés solide en présence d’ions +, puisqu’il n’y 
aurait pas de pédicule flexible susceptible d’étre cassé par l’agi- 
tation du milieu. En l’absence d’ions +, les forces de répulsion 
mutuelle sont si importantes qu’elles suffisent 4 rompre méca- 
niquement le lien au niveau du « weak-bond » le plus proche, et 
le virus élue rapidement. Une nouvelle addition de sel, et le virus 
se fixe A nouveau sur le récepteur qu’il vient de quitter. 

Il est intéressant de rappeler ici l’expérience de Fastier [16] 
et de Tamm [8] au moyen des hématies de chat. Seize adsorption- 
lutions ont pu étre obtenues avec le virus B-Lee sans destruction 
apparente des récepteurs. Tamm ena conclu que |’élution n’était 
pas d’ordre enzymatique. 

Maintenant, si l’on pense que l’élution n’est pas d’ordre enzy- 
matique mais uniquement d’ordre mécanique, aussi bien en eau 
physiologique qu’en eau distilée, comment expliquer les résul- 
tats des travaux de Gottschalk [47]? Cet auteur, traitant les muco- 
protéines inhibitrices par un enzyme du vibrion cholérique et par 
le virus grippal, a découvert, dans les sous-produits formés, 
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certaines substances particuliéres. L’existence de ces substances 
serait la preuve terminale de l’action de ]’enzyme viral, que 
Vauteur dénomme « neuraminidase ». 

A ces faits, on pourrait répondre qu'il n’est pas prouvé que 
lon ne retrouve pas ces substances avec élution du virus en 
eau dislillée. La rupture de la chaine polysaccharidique au 
niveau des « weak-bouds » fournirait peut-étre des éléments 
partiels analogues aux substances de Gottschalk. 

Quoi qu’il en soit, a la suite des résultats obtenus aussi bien 
par d’autres que par nous-mémes, il nous parait possible de 
formuler un schéma de ]’élution non enzymatique 


1° Virus vivant. a) En eau distillée : élution mécanique par 
disparition des ions, aussi bien 4 4° qu’& 37°, avec rupture au 
niveau des « weak-bonds », en cas d’adsorptions-élutions répé- 
tées entrainant une disparition progressive mais trés lente des 
récepteurs. b) En eau physiologique : & 37° : rupture des pédi- 
cules & leur base (Buzzell) par agitation brownienne, avec réad- 
sorplion immédiate sur un autre récepteur et nouvelle destruction, 
entrainant une tonsure de lhématie aprés deux heures de trai- 
tement (et par suite une impossibilité a adsorber de nouveau le 
méme virus). A + 4° C, imposibilité d’une rupture des pédicules 
parce que l’énergie nécessaire est trop faible a cette basse tempé- 
rature. 


2° Virus « INDICATEUR ». a) En eau distillée : méme phénoméne 
que pour le virus vivant. b) En eau physiologique : élution 
impossible aussi bien A + 4° C qu’a 87° C, parce que la particule, 
de trés faible charge négative, s’est fixée 4 la base du pédicule 
tout prés de l’hématice. Les forces répulsives électrostatiques en 
présence d’ions ne sont alors pas assez fortes, méme a 87° C, 
pour arriver A rompre le pédicule. 

Ainsi, le mécanisme de l’élution en eau physiologique pourrait 
étre le méme que celui de |’élution en eau distillée. En eau phy- 
siologique, le phénoméne s’accomplirait plus lentement avec 
destruction plus compiéte des récepteurs, du fait de la réadsorp- 
tion continuelle du virus élué sur de nouveaux récepteurs voisins, 
réadsorption qui ne peut avoir leu en eau distillée. 


RESUME. 


Des expériences d@adsorption-élution répétées, au moyen du 
méme type de virus grippal (A-PR8 ou B-Lee « indicateur ») et 
des mémes hématies (hyperformolées) ont montré que l’élution 
non enzymatique est parfaitement possible. Les résultats obtenus 
ont permis I’élaboration d’un schéma de Vélution non enzyma- 
tique du virus grippal. 
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SUMMARY 
NON ENZYMIC ELUTION OF INFLUENZA VIRUS. 


The use of formalinized red-cells for the study of viral 
hemagglutination allows to investigate the mechanism of elution 
of influenza virus ina salt-free medium. The authors demonstrate 
the virus receptors of formalinized and fresh fowl cells to be 
destroyed by RDE to an equal extent. 

These two types of cells were repeatedly adsorbed and eluted, 
using distilled water for formalinized cells, and normal saline 
for fresh cells with same virus. There was a very slight and 
gradual fall of the virus adsorbing capacity of the formalinized 
cells (table I). Elution was also possible from formalin treated 
cells in distilled water at 4° (table II). There was almost no 
loss of the virus adsorbing capacity of formalinized cells when 
eluted in distilled water for 2 hours at 37°C, whereas there was 
a marked loss of the same when fresh or formalinized red-cells 
were eluted in the same way in normal saline (table IV). Inacti- 
vated B-Lee could be eluted from the adsorbed cells in distilled 
water at 37°C as well as at 4°C (tables V and VI). It was possible 
for the eluted virus in distilled water to be repeatedly readsorbed 
on the same cells from which it was released by means of addition 
of 0.85 %, of NaCl to the eluate (table VII). Elution in distilled 
water was also posible from the periodate treated cells. 

The virus (PR8) eluted in distilled water was found to retain 
its capacity to react specifically with the antiserum, to grow 
in eggs, to induce hemagglutination and to elute spontaneously 
like the original strain of the virus. 

The elution obtained in distilled water requires an explanation. 
The process of elution in distilled water for two hours at 37°C 
caused very little loss of virus receptors and 99,6 °/, of the virus 
adsorbing capacity of the volume of cells was retained (table IV). 
The experiment of repeated adsortion and elution in distilled 
water (table I) on the other hand, shows that there was a slow 
and gradual loss of the virus adsorbing capacity of the cells after 
repeated elution. 

These experimental data suggest that the elution is not an 
enzymatic process, but is probably due to the rupture of the 
mucopolysaccharide chains because of the high mutual electro- 
static repulsive force of the virus and red-cells which remains 
uninhibited in the absence of ions. The receptors are not signi- 
ficantly destroyed in 2 hours in distilled water, for the virus 
cannot be readsorbed on the adjacent receptors in the absence 
of ions and cannot « browse » the receptors. 
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The mechanism of elution from red-cells in normal saline !s 
probably the same; it is slow because of the inhibition of the 
electrostatic repulsive force in the presence of ions, and it 1s 
associated with marked destruction of receptors as the virus is 
being repeatedly adsorbed and released in the same way, until 
the whole length of the mucopolysaccharide chain has disap- 
peraed. 
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NEISSERIA MUCOSA 
(DIPLOCOCCUS MUCOSUS LINGELSHEIM) 


i. — DESCRIPTION BACTERIOLOGIQUE ET ETUDE DU POUVOIR PATHOGENE 
par M. VERON, P. THIBAULT et L. SECOND (*). 


(Service de Microbie Technique, Institut Pasteur, Paris) 


Le nom de Diplococcus mucosus a élé créé, en 1906, par 
par Lingelsheim [4, 2] pour désigner un microcoque Gram négatif 
découvert, en 1905, par Weichselbaum et Ghon [3]. 

Bien que trés succinctes, les descriptions données par ces 
auteurs se complétent et peuvent étre résumées ainsi : microcoque 
assez fin, Gram négatif, se présentant en diplocoques et en tétrades 
dans les préparations jinitiales, comme le méningocoque ; ceper: 
dant, aprés usage du diaphragme, il apparait une capsule distincte 
plus claire. Sur gélose-ascite, et presque autant sur gélose ordi- 
naire, la culture est abondante : les colonies sont luxuriantes, de 
3 a4 mm de diamétre, rondes, facilement confluentes, brillantes, 
de transparence blanc grisatre, et de constitution plus ou moins 
visqueuse. Ce germe pousse bien a 22° C : une culture est obtenue 
a cette température sur gélatine, culture qui prédomine dans la 
partie haute de la strie d’ensemencements ; la gélatine n’est pas 
liquéfiée. En bouillon de viande, la culture est bonne, avec for- 
mation d’une pellicule crémeuse. Nettement aérobie (« Ausgespro- 

chener Aérobier »). Le germe est pathogéne pour la souris, qui 
meurt aprés injection intrapéritonéale de 1/16 d’une culture de 
vingt-quatre heures sur gélose : le germe est retrouvé, en grande 
quantité, dans la cavilé péritonéale et le sang du cceur. L’habitat 
du germe est le méme que celui du méningocoque : nez, sécré- 
tions pharyngées, une fois dans un liquide céphalo-rachidien, 
deux fois dans un liquide pleural, au cours de « pneumonies » 
secondaires 4 une méningite. 

Depuis ces publications originales, d’autres auteurs ont Chen 
des germes auxquels ils ont donné le nom de D. mucosus : voir, 
par exemple, les références citées, en 1924, par Jétten [4] et, en 
1953, par Seeliger [5]. En tenant compte des descriptions anté- 
rieures, Murray proposa, en 1939, de désigner ces germes sous 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 4 juin 1959. 
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le nom de Neisseria mucosa, les rangeant ainsi 4 cét 
espéces dites saprophytes du genre Neisseria {6}. 

Mais l’analyse de diverses publications montre que bien sou- 
vent les caractéres du germe étudié s’écartent nettement de !a 
description originale. Aussi, devant les divergences des descrip- 
tions publiées, Seeliger a émis l’hypothése que le germe désigné 
dans la littérature sous le nom de D. mucosus ou de N. mucosa 
avait probablement été confondu, jusque-la, avec une autre espéce 
bactérienne, Bacterium anitratum ou B,W, que nous considérons 
nous-mémes, aprés les travaux de D. et M. Piéchaud et de lun 
d’entre nous [7, 8], comme des espéces du genre Morarella, 
M. glucidolytica et M. lwoffi. 

I] nous a été possible, ces derniéres années, d’isoler plusieurs 
souches d’un germe qui, semble-t-il, répond 4 la définition donnée 
par Lingelsheim de Diplococcus mucosus, et nous pensons qu i] 
est intéressant d’en donner la description, car il différe nettement 
de B. anitratum ou M. glucidolytica. 


a 


é des autres 


ETUDE BACTERIOLOGIE DU GERME. 


1° Origine pEs soucHEs (1). — Nous avons isolé, depuis deux 
ans, cing souches différentes dont lorigine est la suivante : 
souche X84, isolée d’un crachat dans une affection pulmonaire 
aigué ; souche X68, isolée d’amygdales infectées ; souches X71 
et Pat., isolées par prélévements pharyngés dans des rhino- 
pharyngites chroniques ; souche N16, isolée d’un crachat chez un 
jeune homme de 18 ans présentant, depuis quelques mois, une 
bronchite chronique, compliquée de néphrite aigué hématurique 
passagére et guérie au moment du prélévement (dans ce cas, le 
taux des antistreptolysines est resté trés faible). 

Deux autres souches, isolées antérieurement, semblent avoir 
présenté les mémes caractéristiques, mais n’ont pas été conser- 
vées : elles provenaient, l’une de crachats, l’autre d’un liquide 
céphalo-rachidien, prélevé au cours d’une méningite consécutive 
ai une fracture du rocher. 


2° MoRPHOLOGIE MICROSCOPIQUE. — Il s’agit de coques immo- 
biles, capsulés, Gram négatifs. Dans les produits pathologiques 
et les cultures, les germes se présentent sous forme de coques 
parfois isolés ou le plus souvent groupés en diplocoques, en 
tétrades ou en petits amas. Les germes peuvent étre intra ou 
extracellulaires. Les coques sont ovalaires, leur grand axe est 
perpendiculaire 4 l’axe du diplocoque, les faces adjacentes des 


(1) Ces souches figurent 4 la Collection de l'Institut Pasteur sous les 
numéros 5947 a 5951. 


ETUDE DE NEISSERIA MUCOSA 499 


coques sont bombées, convexes, ou a peine aplaties. On note, tres 
souvent, des différences de taille importantes (pl. I, fig. 5). Nous 
navons jamais vu, ni dans les produits pathologiques, ni dans 
les subcultures, de formes bacillaires, ni coccobacillaires. 

En diaphragmant, on devine la présence d’une capsule, mais 
celle-ci s’objective trés facilement au contraste de phase, dans les 
préparations humides, entre lame et lamelle, en présence d’encre 
de Chine. Les coques sont alors entourés d’un halo clair plus ou 
moins épais et plus ou moins brillant, qui tranche nettement sur 
la couche périphérique d’encre de Chine et sur la couleur sombre 
du corps bactérien (pl. I, fig. 1 et 2). Dans la méme préparation, & 
cété de coques seulement capsulés, on peut voir certains de ceux-ci 
s’entourer d’une substance muqueuse. Suivant les conditions de 
culture et suivant l’agitation subie par la suspension bactérienne, 
cette substance muqueuse est plus ou moins cohérente (pl. I, fig. 3 
et 4), soudant de nombreux diplocoques en une gangue épaisse et 
résistante (culture « séche »), ou bien se dispersant dans la phase 
liquide en filaments plus ou moins désagrégés (culture « grasse »). 
Le mucus apparait de couleur grise et son abondance peut parfois 
masquer la clarté de la capsule sous-jacente. 

Toutes les souches ont une capsule, d’épaisseur variée ; mais 
toutes ne sont pas aussi muqueuses. La production de mucus est 
faible dans les produits pathologiques ; elle varie, d’autre part, 
avec les conditions de culture : elle est bonne, en général, dans 
les cultures sur gélose au sang (10 p. 100) et sur la surface des 
géloses molles. 

Les germes se colorent facilement par les couleurs d’aniline ; 
ils sont Gram négatifs. Par contre, la capsule et la substance 
muqueuse se colorent difficilement. 


3° EXIGENCES NUTRITIVES ET METABOLISME. — Les souches 
poussent sur milieux ordinaires, mais les cultures sont meilleures 
avec certaines peptones, telles que les peptones pepsiques de 
viande cuite. Les milieux doivent étre assez humides, capuchonnés, 
et le pH de départ doit étre voisin de pH 7,5. Cependant, comme 
pour toutes les Neisseria, méme saprophytes, la culture, est favo- 
risée par une concentration de 10 p. 100 d’ascite, de sérum ou 
de sang : sur ces milieux, la culture est plus rapide et l’isolement 
des colonies plus facile. 

La température d’incubation Ja plus favorable est celle de 37° ; 
4 30°, les cultures sont encore trés bonnes ; 4 25°, le temps de 
latence de la culture est trés allongé et la plupart des souches ne 
cultivent plus au-dessous de 22°. Par contre, a 42°, en bouillon 
ou en gélose, la culture est possible, mais le plus souvent, il s’agit 
seulement de la sélection de bactéries plus thermorésistantes que 
l’ensemble de la population. 
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La vitalité de nos germes est semblable a celle des Neisseria 
dites saprophytes : les cultures restent vivantes seulement quelques 
jours en bouillon ou sur gélose ordinaire ou gélose-ascite, quelle 
que soit la température (87°, 20° ou + 4° C). La meilleure conser- 
vation est obtenue en gélose molle (0,2 4 0,4 p. 100) avec ou sans 
ascile, ensemencée par piqdre centrale: on conserve ainsi les 
cultures vivantes, 4 30°, pendant trente a soixante jours. Par 
contre, la conservation est beaucoup plus longue lorsque les 
germes sont lyophilisés (strement plusieurs années). 

Toutes nos souches sont aérobies-anaérobies facultalives et 
c’est une de leurs caractéristiques essentielles. Nous entendons 
par la, que ce sont des bactéries aérobies de prédilection, mais 
poussant sur toute la hauteur de la gélose dite « profonde » : 
gélose de Veillon, gélose VF glucosée de Prévot ou gélose-gélatine 
de Legroux. La culture apparait en vingt-quatre heures dans la 
zone d’aérobiose (les 10 mm _ supérieurs), ot! les colonies 
deviennent assez grosses, et souvent un peu plus tard dans fa 
profondeur (zone d’anaérobiose relative) ot les colonies restent, 
en général, plus petites : entre ces deux zones, il existe souvent 
une zone « critique » de 1 4 3 mm d’épaisseur, ot aucune culture 
n’est visible. Lorsque ces milieux contiennent des nitrates dans leur 
formule, on observe toujours une production abondante de gaz 
dans la profondeur : la suppression isolée des nitrates dans les 


LEGENDE DE LA PLANCHE I. 


Fic. 1 & 4. — Objectif x 85, contraste de phase, grand. x 1030. Préparation 

humide, entre lame et lamelle, en présence d’encre de Chine, 4 partir de cultures : 

le fond grisdtre des figures est di A J’agitation brownienne des grains d’encre 
pendant la prise de vue. 


Fic. 1: Capsule épaisse, sans mucus visible. — Fic. 2: Capsule minima des 
cultures les moins muqueuses. — Fic. 3: Trainée de mucus se répartissant 
irréguliérement autour des bactéries et s’effilochant dans le liquide. — Fic. 4. 


Petits amas bactériens soudés par une gangue assez cohérente de mucus et reliés 
entre eux par un fil muqueux. Les capsules des germes sont visibles par 


x 


transparence 4 travers le mucus. Remarquer Je groupement en tétrades. 


Fic. 5 & 8. — Objectif x 50, grand. x 610. Matériel provenant de souris mortes 
vingt-quatre heures aprés inoculation intrapéritonéale. 


Fic. 5: Frottis de péritonite (color. de Gram). Forme assez arrondie et taille trés 
inégale des cocci. — Fic. 6: Frottis de péritonite (brésiléine et picro-indigo- 
carmin), Phagocytose trés importante, aussi bien par des cellules mononucléées que 
par des polynucléaires. Nombreux germes extra-cellulaires, isolés ou en amas. — 
Fic. 7 : Coupe de rate, zone de pulpe rouge (bleu de toluidine). Au milieu, cellule 
phagocytaire turgescente, bourrée de cocci disposés autour du noyau central qui 
parait plus clair. Pas de réaction tissulaire autour de ce macrophage. — Fic. 8: 
Coupe de poumon (bleu de toluidine). Prés d’une bronche (épithélium visible 4 
droite), gros macrophage bourré de cocci dont on apercoit distinctement Ja frange 
inférieure. Pas de réaction tissulaire de voisinage. 


Annales de l'Institut Pasteur. Mémoire M. VERON, P. THIBAULT 
lee O7e et L. SECOND. 
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Fic. 9 et 11. — Coupe de rate (bleu de toluidine), grand. x 135 et x 610. La 
figure 11 intéresse une partie du tissu splénique et la trés épaisse couche de 
péritonite qui la recouvre ; les germes sont particuliérement nombreux dans l’amas 
situé dans l’angle supérieur gauche de Ja figure. — La figure 9 est un agraa- 
dissement de la figure précédente, au niveau de la zone encadrée ; on y_ voit 
Vabondance des germes, phagocylés ou extra-cellulaires. 


Fic. 10. — Coupe de rate (hémalun-éosine), grand. x 610. La figure reproduit 

la section de plis du méso-splénique. On note Vabondance de germes dans les 

cellules endothéliales. La réaction inflammatoire ne s‘étend que trés peu au-dela 
des méso. 


Fic. 12. — Coupe de poumon (hémalun-éosine), grand. x 135, Le poumon présente 

des lésions discrétes de congestion pulmonaire aigué. La plévre est recouverte 

par un exsudat fibrino-leucocytaire mince (qui s’est détaché pendant Vinclusion), 

ot Von voit nelttement des germes (par exemple, un alignement de cinq cocci 
en face de la fléche). 


Fic. 13. — Coupe de rate (blew de toluidine), grand. x 260. En certaines zones 
de Ja pulpe rouge, on note de nombreux mégacaryocytes. Cette réactioa 
inflammatoire n’est dailleurs pas spécifique. 


Fic. 14. — Coupe au niveau de la convexité hépatique (hémalun-éosine), grand. 
x 135. Noter la péritonite purulente, ot la phagocytose est trés intense. 


Fic. 15. — Coupe de rate (bleu de toluidine), grand. x 135. Congestion des cordons 
de Billroth ot Jes cellules (cellules réticulaires, histiocytes, polynucléaires) sont 
tres. nombreuses. 


Fic. 16. — Coupe du parenchyme hépalique (hémalun-éosine), grand »x 135. 
Lésions (hépatite infectieuse ct toxique. Noter la microvacuolisation de nombreuses 
eellules hépatiques. 


Annales de l'Institut Pasteur. 
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nulieux ne modifie pas la propriété des germes de cultiver dans | 
profondeur, mais il n’y a plus production de gaz. Cette production 
gazeuse, d partir des nitrates, est caractéristique de ces germes. 

Il _y a production abondante de catalase, en bouillon et sur 
gélose, 

On met constamment en évidence une oxydase, soit en bouillon, 
soit en gélose directement ou en strie sur papier-filtre (Kovacs), 
aussi bien avec la tétraméthyl-paraphényléne-diamine, qu’avec 
Voxalate de para-amino-diméthyl-aniline (Gaby). Parfois, l’abon- 
dance du mucus masque un peu la réaction; on l’obtient alors 
facilement en étalant sur papier-filtre une couche épaisse du culot 
de centrifugation d’une culture en bouillon ,aprés lavage ou non 
des germes. 

Le pouvoir réducteur des germes est faible : nous avons noté 
deux fois (souches N16 et Pat.) une réduction temporaire du lait 
contenant 0,01 p. 100 de bleu de méthyléne : la réduction appa- 
rait sur une hauteur de 1 & 2 cm, aprés seize ou vingt-quatre 
heures, puis disparait, aprés un a quatre jours d’étuve. 


4° CaRAcTERES CULTURAUX (a 37°). — Bouillon nutritif ordi- 
naire ou enrichi avec 10 p. 100 d’ascite ou de sérum: culture 
faible en quinze heures et moyenne en vingt-quatre heures avec 
milieu trouble, collerette muqueuse en surface et dépdt plus ou 
moins visqueux dans le fond. En bouilllon glucosé a 1 p. 100, 
la culture est plus rapide, mais le rendement final identique. 

Sur gélose ordinaire, la culture est luxuriante, beaucoup plus 
abondante que celle du méningocoque : les colonies sont arron- 
dies, de taille souvent inégale, entre 1 4 3 mm de diamétre, régu- 
liéres, trés bombées, lisses, grisdtres, translucides, parfois trés 
légérement jaunatres (souche Pat. par exemple); elies sont 
d’autant plus irisées qu’elles sont moins muqueuses. L’isolement 
est parfois difficile : il y a toujours dans le bas du tube une 
partie confluente, ot la culture est épaisse et plus dense. Lors- 
qu’on préléve la culture avec l’anse, elie peut présenter trois 
aspects : a) cullure trés séche, fortement adhérente, se détachant 
tres difficilement ou bien se soulevant d’un bloc comme une mem- 
brane de caoutchouc ou de crépe, se dissociant trés difficilement 
dans l’eau physiologique ; b) colonies intermédiaires, moyenne- 
ment séches, restant un certain temps reliées 4 la gélose par un 
fil muqueux ¢lastique, étirable jusqu’a la rupture; ¢) colonies 
trés grasses, trés bombées et luisantes, de consistance muqueuse 
comme un « gateau de semoule », s’émulsionnant trés facilement 
dans l’eau physiologique ; on observe rarement des colonies 
coulantes, mais certaines de ces colonies trés grasses sont asymé- 
triques, plus épaisses dans leur quadrant inférieur, lorsqu’elles 
cultivent sur un plan presque vertical. 
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Ces germes immobiles, ensemencés par piqure en gélose molle, 
ne diffusent pas ; ils donnent une culture faible le long de la strie 
et une culture abondante et trés muqueuse en surface. 

Sur gélose au sang, la culture est trés riche et les germes sou- 
vent trés muqueux. L’enduit microbien prend une teinte jaune 
pale non caractéristique. Pas d’hémolyse. 

Sur pomme de terre, pas de culture généralement. 


5° METABOLISME PROTEIQUE. — En gélatine : a 22°, dévelop- 
pement lent d’une colonie en surface et d’une culture légére le 
long de la piqire d’ensemencement, sans liquéfaction aprés cing 
semaines. A 87°, culture modérée, sans attaque de la gélatine. 

Sur sérum coagulé simple et sur milieu de Dorset, Ja culture 
est pauvre ; elle est plus abondante sur milieu de Loeffler ot les 
colonies ont souvent une taille inégale. Aucun des trois milieux 
n’est liquéfié, ni ne favorise la pigmentation, sauf pour la souche 
Pat. qui est légérement jaune. 

Le lait tournesolé n’est pas modifié aprés quinze jours de 
culture, 

En eau peptonée, culture d’abondance moyenne ; pas d’indole. 

Sur mileu de Christensen, pas d’attaque de Durée, 

En gélose au sous-acétate de Pb, pas de production d’H,S 
(parfois traces aprés quinze jours). 

Bouillon nitrate a 0,1 p. 100: culture tres abondante avec pro- 
duction de gaz. Il y a toujours réduction des nitrates, mais la 
présence des nitrites et irréguliére et fugace; par contre, la 
totalité des nitrates est réduile en azole apres vingt-quatre heures 
(et parfois quinze heures) de culture. 


G° ME&TrABOLISME GLUCIDIQUE. — ll a élé étudié a 37°, avec des 
résultats comparables pour nos cinq souches. 

En eau peptonée-rouge de phénol avec cloche, le glucose est 
fermenlé, sans gaz, en vingt-quatre ou quarante-huit heures. 

Sur gélose inclinée + bleu de bromothymol + 1 p. 100 du 
glucide éludié, ensemencée en strie, les sucres fermentés en vingt- 
quatre ou quarante-huit heures sont le glucose, le lévulose, le mal- 
tose, le saccharose : Vacidification est définitive. Avec les glucides 
suivants, il n’y a pas d’acidification visible : arabinose, xylose, 
galactose, lactose, mannitol, amidon, dextrine. 

En gélose semi-solide a 0,3 p. 100 + bleu de bromothymol 
+ 1 p. 100 du glucide étudié, ensemencée par piqtre centrale, 
selon Hugh et Leifson [9], les sucres fortement fermentés (en 
vingt-quatre-quarante-huit heures) sont, par ordre d’acidification 
décroissante, le maltose, le saccharose et le lévulose. L’utilisation 
du glucose produit une acidité moyenne, parfois seulement visible 
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en quarante-huit heures, et souvent plus forte dans le tube clos 
avec la vaseline fondue, ce qui objective le mécanisme fermen- 
tatif, sans production de gaz, de la glycolyse ; il n’y a pas réalea- 
linisation. ‘L’amidon et la dextrine sont utilisés, mais faiblement 
el parfois tardivement (deux & quatre jours); le léger virage 
produit, qui parfois ne dépasse pas la strie de culture, est souvent 
masqué par une réalcalinisation secondaire, débutant a la surface 
du tube et s’étendant progressivement vers la profondeur. L’ara- 
binose, le xylose, le galactose, le lactose, le mannitol ne sont 
pas fermentés ; on constate, au contraire, une alcalinisation forte, 
surtout avec le lactose et le mannitol. 

Aprés quatre jours de culture en milieu de Clark et Lubs, la 
réaction du rouge de méthyle est positive (sauf avec la souche 
Pat.) et la recherche de l’acétyl-méthyl-carbinol est négative. 

Sur le milieu au citrate de Simmons, il n’y a pas de culture. 


7° SENSIBILITE AUX ANTIBIOTIQUES. — Cette étude a été pratiquée 
sur plaque de gélose, par la méthode des disques. Les petites 
différences qui se sont parfois manifestées entre nos souches, 
pour certains antibiotiques, peuvent s’expliquer, en partie, par la 
difficulté qu’il y a a obtenir des colonies régulicrement isolées 
avec ces germes souvent agglomérés en paquets. Les résultats 
sont les suivants : 

Pénicilline : souches résistantes. 

Streptomycine, néomycine, framycétine : souches sensibles. 

Chloramphénicol : souches trés sensibles. 

Auréomycine, terramycine, tétracycline : souches limites ou 
résistantes (sauf N16 et X71 sensibles ou limites). 

Erythromycine, carbomycine, spiramycine : souches limites ou 
résistantes (sauf N16 sensible 4 l’érythromycine). 

Bacitracine : souches sensibles ou limites. 

La forte sensibilité de toutes les souches au chloramphénicol et 
au groupe de la streptomycine est caractéristique. 


ETuDE DU POUVOIR PATHOGENE. 


Le lapin s’élant montré peu sensible, tous nos essais ont été 
faits seulement sur des souris blanches. Ces animaux sont morts 
dans une proportion importante, vingt-quatre ou quarante-huit 
heures aprés injection intrapéritonéale de 0,5 ml d’une culture 
abondante de vingt-quatre heures en bouillon. 


1° ErupE ANATOMO-PATHOLOGIQUE. — L’autopsie des souris 
mortes montrait une légére congestion des viscéres abdominaux 
et thoraciques, sans hémorragies visibles. La rate était souvent 
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hypertrophiée. Un dépét purulent modéré était présent sur le foie 
et la rate. On trouvait de nombreux cocci Gram négatifs sur les 
appositions du péritoine viscéral (pl. I, fig. 6) et sur les frottis du 
foie et de la rate. Toutes les hémocultures ont été positives et ont 
montré, en abondance, les germes inoculés, soit en culture pure, 
soit en mélange avec des germes de surinfection (staphylocoques, 
streptocoques, corynébactéries, etc.). En outre, il a été possible, 
dans un grand nombre de cas, d’isoler le germe, en culture pure 
ou non, de la plévre ou de la tranche de section du poumon ; 
dans un cas, la souris présentait méme une pleurésie avec liquide 
purulent abondant ott les germes étaient nombreux a l’examen 
direct et étaient obtenus en culture pure. 

L’examen microscopique des viscéres ne montre que des lésions 
modérées. 

Le point commun important est la présence d’une inflammation 
hémorragique a polynucléaires ou a cellules endothéliales, située 
a la surface des viscéres abdominaux et parfois thoraciques. 
‘L’exsudat fibrino-leucocytaire est trés épais sur la rate, notam- 
ment au niveau du hile (pl.II, fig. 11); on le retrouve également. 
quoique moins abondant, dans la guangue cellulo-graisseuse pér'- 
ganglionnaire, sur le foie (pl. II, fig. 14), ce qui est un phénoméne 
peu fréquent chez la souris, et enfin, dans certains cas, sur la 
plévre (pl. II, fig. 12), ce qui illustre bien le tropisme du germe 
pour les endothéhums. 

Au niveau de ces exsudats, les germes se présentent parfois 
sous forme de diplocoques isolés, mais le plus souvent se groupent 
en amas bactériens, parfois volumineux. Un certain nombre de 
germes sont extracellulaires, mais le nombre de germes phago- 
cytés est considérable (pl. II, fig. 9). La phagocytose revét une 
grande intensité : les phagocytes sont, suivant les lésions, a prédo- 
minance de polynucléaires, ou de cellules mononucléées telles que 
des cellules endothéliales (pl. II, fig. 10). La richesse en bactéries 
des cellules phagocytaires est trés grande : le cytoplasme est turges- 
cent et le noyau est souvent complétement refoulé a la périphérie de 
la cellule ot il est comprimé et devient méconnaissable, ou bien 
finit par éclater en se réduisant & quelques masses chromatiques 
dispersées ; on a alors la fausse impression que les bactéries se - 
sont développées dans des noyaux. La rupture cellulaire est pro- 
bablement a Vorigine d’un certain nombre d’amas: bactériens 
paraissant extracellulaires. 

L’abondance des bactéries dans le cytoplasme des phagocytes 
laisse supposer une pullulation des microbes dans la cellule elle- 
méme. Cette multiplication bactérienne entraine d’ailleurs peu de 
nécrose et ne s’accompagne pas toujours d’un afflux de leucocytes 
considérable ; par contre, les hématies sont trés nombreuses. La 
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phagocytose existe aussi a Vintérieur des organes : on trouve, 
en effet, rarement dans le foie, plus souvent dans les travées 
conjonclives du poumon, mais surtout dans la pulpe blanche 
splénique, quelques amas bactériens situés dans le cytoplasme de 
macrophages ; ces macrophages ne sont d’ailleurs entourés 
d’aucune réaction tissulaire (pl. I, fig. 7 et 8). 

Les Iésions des organes proprement dits ne sont, par contre, 
pas caractéristiques : ce sont celles de tous les syndromes infec- 
tieux sévéres. Le facteur commun des réactions organiques est 
la présence d’une importante congestion. On note également, dans 
les vaisseaux dilatés, une importante polynucléose. 


Dans la rate, les lésions sont celles d’une splénite aigué ou 
subaigué. La pulpe rouge est trés cedémateuse, toutes les cellutes 
sont dispersées. Les sinus veineux sont dilatés et infiltrés par de 
tres nombreuses hématies. Les cordons de Billroth, trés riches 
en hématies, contiennent aussi des cellules réticulaires hypertro- 
phiées, de nombreux histiocytes (pl. I, fig. 15) et méme, dans cer- 
tains cas, un nombre anormalement élevé de mégacaryocytes (pl. IT, 
fig. 13). Certains follicules lymphoides de la pulpe blanche sont le 
sige d’une multiplication cellulaire intense ; on note aussi l’efface- 
ment d’autres follicules. 

Les ganglions lymphatiques mésentériques, par contre, sont peu 
modifiés et semblent indifférents 4 la pullulation microbienne qui 
les entoure : on note cependant un léger effacement des follicules 
lymphoides. 

Le foie réalise une hépatite infectieuse et toxique, peu accen- 
tuée. Les vaisseaux sont dilatés. Les travées hépatiques sont un 
peu désorganisées par la dilatation des sinusoides ot les cellules 
de Kupffer sont souvent nécrosées ou en pycnose. On note 
quelques cellules inflammatoires autour des espaces portes. ‘Les 
cellules hépatiques sont hyperplasiques, avec de gros noyaux a la 
périphérie du lobule ; leur cytoplasme est microvacuolisé, sur- 
tout dans la zone centro lobulaire (pl. II, fig. 16). 


Le poumon ne présente que des lésions discrétes de congestion 
pulmonaire aigué, méme en cas de pleurésie associée. On note une 
dilatation des veines pulmonaires qui sont entourées de petits 
infiltrats de polynucléaires, La congestion interstitielle se traduit 
par un épaississement des parois alvéolaires, une congestion des 
capillaires ct une infiltration par des hématies et quelques poly- 
nucléaires. Les lésions bronchiques sont rares et peu marquées : 
on note seulement dans quelques bronchioles un exsudat fibrino- 
leucocylaire léger ou se multiplient des microbes Gram + et 
Gram — divers. Les lésions pulmonaires ne touchent toujours 
qu’une zone limitée du parenchyme pulmonaire. 


Les souris qui ont été sacrifiées, a partir du troisiéme jour aprés 


506 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


Vinoculation, montraient, par contre, des lésions beaucoup moins 
importantes ou nulles; on retrouvait difficilement les germes 
dans le péritoine. 


2° ETUDE DE LA VIRULENCE. — La virulence de nos souches est 
diverse. 

Avec quatre de nos souches, conservées lyophilisées depuis leur 
isolement, 12 souris (8 pour chaque souche) furent inoculées, 
par vole intrapéritonéale, avec 0,5 ml d’une culture abondante 
de vingt-quatre heures en bouillon nitrate : 8 souris moururent 
en vingt-quatre heures, ou moins, et une seule survécut aprés un 
délai de quarante-huit heures. 


Mais, méme dans les conditions expérimentales exposées 
ci-dessus, la mortalité n’est pas toujours aussi forte. Si la culture 
est peu abondante (bouillon ordinaire), ou aprés plusieurs repi- 
quages sur gélose, la mortalité peut étre trés faible ou nulle. 
Cependant, si lon effectue systématiquement, 4 des temps 
variables, des ensemencements a partir du sang du ceeur, du péri- 
toine et de la plévre, on constate, en régle générale, que, apres 
vingt-quatre heures, les souris mortes spontanément ou sacrifiées 
donnent toutes des cultures positives ; aprés quarante-huit heures, 
méme chez les survivantes, les cultures sont encore positives 
(sauf parfois pour le péritoine); aprés cinq et huit jours, par 
contre, les souris sont définitivement guéries et toutes les cultures 
sont négatives. Méme si elles ont présenté, aprés l’injection, une 
dyspnée assez forte, les souris qui passent le cap de soixante- 
douze heures ont toutes les chances de guérir. 

Il faut signaler enfin qu’a l’exception de deux cas mortels avec 
seplicémie secondaire due a des germes Gram positifs, il n’y a eu 
aucune mortalité chez les souris inoculées par voie péritonéale 
& doses plus faibles (0,5 ml de bouillon de vingt-quatre heures 
dilué 4 1/10 ou 1/100) ow par voie nasale (inhalation de II a 


III gouttes de bouillon de vingt-quatre heures pur ou dilué au 
1/10, aprés anesthésie a |’éther). 


DISCUSSION ET CONCLUSION. 


Depuis la description originale de Trévisan, en 1895, la défi- 
nition du genre Neisseria a subi plusieurs remaniements. ‘La der- 
niére édition du Bergey’s Manual {10] donne la définition suivante : 
« Cocci se présentant en paires avec le cété adjacent aplati, Gram 
négatif. Cing espéces produisent un pigment jaune, jaune ver- 
datre ou brun. La croissance peut étre pauvre sur milieux non 
enrichis. Peu de glucides sont utilisés. Indole non produit. Nitrates 
non réduits. Une catalase est abondamment produite. Aérobies 
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ou anaérobies facultatifs. Certaines especes sont hémolytiques. 
Jusqu’ici, connus comme parasites des animaux ». 

Nous pensons qu’a cette définition, on pourrait ajouter quelques 
caracleres essentiels, communs a toutes les especes de Neisseria : 
elles se divisent habituellement sclon des axes perpendiculaires, 
en réalisant des groupements en tétrades ; elles sont oxydase + 
les espéces glucidolytiques ont un métabolisme fermentatif du 
glucose, sans production de gaz (nous lV’avons vérifié sur une 
vinglaine de souches appartenant & la plupart des espéces de 
Neisseria) ; enfin, toutes sont fragiles et se conservent en culture 
difficilement et pendant peu de temps. 

La définition ainsi complétée des Neisseria s’applique exac- 
lement 4 nos cing souches. Seule, une réserve est a faire concer- 
nant leur comportement vis-a-vis des nitrates. Cependant, la non- 
réduction des nitrates par les Neisseria, pour habituelle qu’elle 
soit, ne nous parait pas un caraclére constant. Nous avons trouvé, 
en effet, quelques souches authentiques de N. catarrhalis qui 
réduisaient aussi les nitrates en nitrites et souvent en azote. On 
sait que la réduction des nitrates jusqu’au stade azote a pour 
conséquence une recherche négative des nitrites: l’épreuve au 
zimc de Zo Bell [44] révéle alors Ja disparition des nitrates dans 
le milieu; d’aprés Zo Bell, c’est par absence de recherche des 
nilrates dans la culture, lorsque les nitrites sont absents, qu’un 
certain nombre de germes, réducteurs actifs des nitrates, ont été 
décrits seulement comme « nitrites négatifs » ou « nitrates non 
réduits ». D’ailleurs, dans le Bergey's Manual, la non-réduction 
des nitrates en nitrites n’est finalement rapportée que pour deux 
especes de Neisseria (N. meningitidis et N. haemolysans) sur les 
dix espéces aérobies décrites. 

Nous considérons done nos souches comme appartenant au 
eenre Neisseria. Mais nous estimons qu’elles ne peuvent étre 
rangées parmi les espéces décrites actuellement, & cause de cer- 
tains caractéres d’espéce particuliers, et surtout: la production 
de mucus, la croissance abondante sur milieux ordinaires, 
lanaérobiose facultative, la réduction trés active des nitrates avec 
dégagement gazeux d’azote, l’existence d’un pouvoir pathogéne 
pour la souris. Aucune autre espéce de Neisseria ne présente a la 
fois ces propriétés ; nous n’avons trouvé, par exemple, que quel- 
ques souches de N. sicca qui poussaient sur toute la hauteur de 
la gélose profonde, mais sans dégagement gazeux et sans réduc- 
tion des nitrates. 

Dans sa deuxiéme publication (1908), Lingelsheim insistait déja 
sur Je pouvoir pathogene pour la souris, faisant remarquer 
quaucune autre Neisseria ne possédait cette propriété. En réalité, 
ce pouvoir pathogéne est variable, d’une souche a Vautre. 
Lubinski [42] a montré les différences considérables existant entre 
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les lésions anatomo-pathologiques constatées au cours de ménin- 
gites a D. mucosus : méningo-encéphalites mortelles, avec liquide 
céphalo- rachidien trés purulent et riche en germes, ou, 4 l’opposé, 
syndrome méningé passager avec hypertension pepe ice mais 
sans lésions méningées et avec un liquide souvent clair, contenaat 
des germes, mais peu de cellules. Un certain nombre de ces 
méningites se sont compliquées de néphrite hémorragique, comme 
dans une de nos observations. Malheureusement, la _possibilit 
qu'un certain nombre des observations publiées soient dues 
‘\ d’autres germes que Neisseria mucosa enléve une partie de leur 
intérét aux conclusions de Lubinski. 

Il s’agit done d’une espéce de Neisseria différente de celles 
décrites jusqu’ici, sauf son rattachement possible au Diplococcus 
mucosus de Lingelsheim. Tous les caractéres cités dans les trois 
descriptions originales {4, 2, 3] se retrouvent pour notre germe : 
Vhabitat, la morphologie, la capsule, la culture abondante, les 
colonies luxuriantes et visqueuses, la formation d’un anneau 
muqueux en bouillon, la culture sur gélatine sans liquéfaction, le 
pouvoir pathogéne pour la souris. 

Seuls, les termes « Ausgesprochener Aérobier » apportent 
quelques doutes, surtout si lon accepte la transcription de 
Seeliger [5] sous forme de « Obligate Aérobier ». Mais nous pen- 
sons que les termes ulilisés par Lingelsheim peuvent se traduire 
simplement par « nettement aérobie ». On sait que, pour beau- 
coup de bactériologistes du début du siécle, tous les germes culti- 
vant en bouillon en donnant un voile étaient considérés comme 
particuliérement aérobies, comme si leur avidité pour loxygéne 
avait pour conséquence une multiplication plus intense en surface. 
Ceci explique Jl’imprécision des premiéres descriptions; les 
auteurs ne pouvaient, a l’époque, préciser davantage les exigences 
en oxygéne de leur germe. Nous pensons donc finalement que la 
description originale n’est pas inconciliable avec le caractére 
@’anaérobiose facultative de notre germe. 

iLes descriptions de D. mucosus ou N. mucosa, faites depuis les 
publications originales, n’apportent malheureusement aucune 
clarté. Comme, méme’en Allemagne, il ne semble pas que les 
souches originales de Lingelsheim aient été conservées, il est 
impossible désormais d’affirmer l’identité absolue de nos souches 
avec celles de Lingelsheim. Mais, étant donné V’homogénéité de 
lespéce que nous avons décrite, nous proposons cependant de lui 
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donner le nom de Neisseria mucosa (Diplococcus mucosus ‘Lin- 
gelsheim). 

Ceci aurait l’avantage supplémentaire de faire cesser une confu- 
sion qui semble courante [43]: en effet, la description de certaines 
souches, désignées par les auteurs comme D. mucosus, fait res- 
sortir des caractéres trés aberrants, et nous pensons aussi, avec 
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Seeliger [5], qu’un certain nombre de ces souches doivent étre 
des M. glucidolytica (B. anitratum) ou méme des M. lwoffi, espéce 
trés voisine, mais ne fermentant aucun sucre. 

Cette confusion repose, en fait, sur la méconnaissance de pro- 
priétés essentielles de Moraxella glucidolytica [7, 8] : morphologic 
parfois en cocci, mais sans tétrades, avec possibilité constante 
de trouver des formes bacillaires (par exemple, sous la surface 
dune culture en bouillon) ; aérobie strict ; oxydase négatif ; vita- 
lité robuste et conservation prolongée (plusieurs mois) sur les 
milieux les plus divers; métabolisme oxydatif du glucose (pas 
d’acidification du tube fermé par la vaseline) ; lévulose non fer- 
menté ; nitrates non réduits; culture rapide avec alcalinisation 
sur milieu au citrate de Simmons, culture en milieu synthétique 
simple. Moraxella lwoffi, qui ne fermente aucun sucre, ne peul 
étre confondue avec une espéce glucidolytique de Neisseria. Enfin, 
les variétés protéolytiques de ces deux espéces sont encore plus 
facilement distinguées. Nous ne pouvons donc souscrire a la 
conclusion de Seeliger qui considére que B. anitratum (B,W) ct 
Diplococcus mucosus Lingelsheim sont synonymes. 

La validité de l’espéce Neisseria mucosa que nous avons reprise 
nous semble done justifiée. Une étude en cours doit préciser ta 
constitution antigénique de cette espéce et ses rapports avec les 
autres Veisseria. 


RESUME. 


Nous avons décrit cing souches d’un microcoque Gram négalil 
que nous considérons comme identique & Neisseria mucosa (Diplo- 
coccus mucosus Lingelsheim). Ce germe a élé parfois confondu 
avec Moraxella glucidolytica (Bacterium anitratum) ; mais, par 
leur morphologie, leurs caractéres biochimiques et leur pouvoir 
pathogéne, nos cing souches constituent une entité définie, bien 
différente de M. glucidolytica et des autres espéces connues de 
Neisseria. 


SUMMARY 


Neisseria mucosa (Diplococcus mucosus ‘LINGELSHEIM). 
I. BacTERIOLOGICAL DESCRIPTION AND STUDY OF PATHOGENICITY. 


The authors describe five strains of a Gram negative Micro- 
coccus, which they consider to be identical with Neisseria mucosa 
(Diplococcus mucosus Lingelsheim). This germ has sometimes 
been mistaken for Morazella glucidolytica, but the five strains 
above described, because of théir biochemical properties and their 
pathogenicity, constitute a well defined species, quite different 
from M. glucidolytica and from the other Neisseria species. 
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POUVOIR PATHOGENE EXPERIMENTAL 
DES BACILLES DYSENTERIQUES CHEZ LE COBAYE 


par Danielle PIECHAUD et Szymona SZTURM-RUBINSTEN (*). 


(Institut Pasteur, Service de Microbie générale, et C.N.R. oe) 


L’étude du pouvoir pathogéne du bacille de Shiga, bacille 
toxique, a fait Vobjet de nombreux travaux. Mais la virulence 
des bacilles dysentériques a été considérée comme trés réduite 
du point de vue expérimental, bien que la gravité des dysenteries 
humaines soit comparable quelle que soit la variété de Shigella 
en cause. Zoeller et Manoussakis [4] avaient cepedant montré 
qu’avec certaines souches, on provoquait facilement une kérato- 
conjonctivite chez le lapin ou le cobaye, et Bingel [2} avait utilisé 
la voie vésicale pour produire des infections sévéres pouvant 
entrainer Ja mort. 

Depuis quelques années différents auteurs [8] ont montré que 
le pouvoir pathogéne était lié a lV’état antigénique des souches, 
sans diailleurs qu’on puisse dire exactement quels étaient pour 
chaque souche les facteurs de virulence. La voie kérato-conjonc- 
tivale, commode tant pour Vinoculation que pour l'étude clinique 
a élé trés utilisée, Certains travaux ont aussi été publés sur 
Vinfection de la souris par voie nasale [4]. 

Nous avons expérimenté sur le cobaye en utilisant tout d’abord 
la voie conjonclivale, et nous avons déja signalé les résultats de 
cette expérimentation [5]. Puis nous avons étudié par d’autres 
voies des souches capables de provoquer une kérato-conjonec- 
tivite : vole nasale, vaginale ou vésicale, sous-cutanée ou intra- 
péritonéale. 

Pour cette étude nous avons utilisé des souches de bacilles 
dysentériques trés variées des groupes A, B, C, D. Il s’agissait, 
pour une série d’expériences, de souches récemment recues de 
collegues qui les avaient isolées, souches pathogenes par voie 
conjonctivale (tableau I). Il est, en effet, préférable d’utiliser des 
souches fraichement isolées, la conservation du pouvoir patho- 
gene étant tres variable d’une souche a Vautre. 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 4 juin 1959. 
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‘TECHNIQUE. 


1° La voie oculaire a fait l'objet de nombreuses études et nous 
avons décrit notre technique dans une note précédente {5}. 

2° Voie sous-cufanée : On injecte 0,5 ml d’une culture pure et 
0,5 ml] d’une culture diluée au 1/10. 

3° Voie intrapéritonéale : 0,5 ml d’une culture de vingt-quatre 
heures. 

4° Voie vaginale : On introduil, par l’orifice vulvaire, une anse 
de culture sur gélose en montant le fil aussi haut que possible, 
mais sans insister si on rencontre une résistance. 

5° Voie vésicale : Nous avons toujours utilisé des cobayes 
femelles ; avec une aiguille de 6/10° courbée dont le biseau est 
coupé, on cathétérise Vurétre et on injecte 0,5 ml d’une cuiture 
en bouillon de vingt-quatre heures. 

6° Voie nasale :; Elle a été préconisée par les auteurs russes 
pour l’étude de l’infection pulmonaire chez la souris. Nous avons 
essayé plusieurs techniques 

Tout d’abord nous avons introduit dans Ja narine droite une 
anse de culture sur gélose ou un tampon monté trés fin enduit 
de cette culture. ‘Les résultats de ces premiéres expériences nous 
ayant semblé décevants, nous avons essayé d’introduire la culture 
sous anesthésie. Le cobaye est placé dans un ecristallisoir recou- 
vert d’une lame de verre et contenant un tampon d’éther. Dés 
que l’animal semble suffisamment anesthésié, nous laissons 
tomber goutte 4 goutte dans la narine, avec une pipette effilée. 
environ X gouttes d’une culture en bouillon de vingt-quatre 
heures : on laisse chacune de ces gouttes pénélrer avant d’intro- 
duire la suivante. Si le cobaye éternue, l’anesthésie est insuffi- 
sante et la culture risque de ne pas étre absorbée. Dans ce cas. 
il suffit de replacer quelques instants le cobaye dans le cristal- 
lisoir. On peut se passer de Vanesthésie en utilisant, au lieu da 
tampon monté, une aiguille courbe, permettant d’introduire la 
culture dans la partie postérieure de la fosse nasale de cobaye. 
Nous utilisons ces mémes aiguilles pour le sondage de la vessie. 

Quelle que soit la voie d’inoculation utilisée, nous avons les 
jours suivants observé l'état du cobaye, trés variable selon les cas, 
noté les lésions visibles et, dans tous les cas ot cela a été possi- 
ble, recherché la présence du germe. Le premier ensemen- 
cement est fait quarante-huit heures aprés l’inoculation et on renou- 
velle Jes prélévements jusqu’a ce qu’il y en ait au moins deux 
négalifs. Si les lésions entrainent la mort, on fait une hémocul- 
ture ef on ensemence les organes présentant des lésions. Cet 
ensemencement est fait sur milieu Salmonnella-Shigella et Je 
germe, s'il est retrouvé, est ensuite identifié A l'aide de quelques 


Sh, flexneri 2 légére infil- 
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caracteres biochimiques et par agglutination sur lame. Nous ne 
reviendrons pas ici sur les résultats de V’inoculation conjonctivale, 
ils ont été rapportés ailleurs en détail. 

La voie sous-cutanée ne mérite pas de retenir longtemps l’atten- 
tion; elle ne semble pas donner des résultats intéressants. Nous 
avons utilisé des souches toujours virulentes par voie conjoncti- 
vale. L’injection de Ja culture non diluée a, seule, donné lieu a 
une réaction locale intense : placard rouge et cedémateux; dans 
un cas cette lésion a évolué jusqu’a la formation d’un petit abcés 
local (sans autres symptomes); dans cet abcés ponctionné au 
dixiéme jour, nous avons retrouvé une culture pure de la souche 
injectée {il s’agissait de Sh. sonnei en phase 1] (tableau I). 

La voile intrapéritonéale est au contraire un des modes d’ino- 
culation les plus sévéres; la mort se produit en vingt-quatre a 
quarante-huit heures avec des lésions hémorragiques de l’intes- 
tin, la eoproculture est positive, ’hémoculture parfois aussi. 


TABLEAU I. 


Souches Différentes voies d'infection 


Oeil Nez Sous cutanée 
Vagin Veesie 


Une ange de/ 0,5 mi. de cul-/ 0,05 ml. de 
culture sur] ture en boui- culture en 
gélose llon bouillon 
Sh, dys. 5 Légére infil- 
Tunis 513 bad tration petite - ++ ++ 
induration 


Pet. tration petite - ++ + 


induration 


Sh. boydii 5 ++ Légére infil- - ++ ++ 
Tunis 542 tration 
tara ot ++ ++ ++ 
Duch. 

++, résullat tres positif; +, résultat douteux ; —, résultat négatif. 


Le cobaye a répondu trés nettement 4 l’inoculation par voie 
vaginale. Un écoulement purulent, d’abondance variable, appa- 
vail; dans certains cas une collection pelvienne s’est ouverte au 
périnée, l’état général de l’animal est souvent assez mauvais, 11 
a le poil hérissé et maigrit, la mort n’est pas rare. Le germe est 
toujours retrouveé. 

La voie vésicale est intéressante parce qu'elle donne souvent 
lieu & une maladie; dés le lendemain de l’inoculation les urines 
sont devenues trés acides, alors qu’elles sont habituel!ement alca- 
lines, Souvent l’urine recueillie par sondage est sanglante, l’incon- 


514 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


finence n’est pas rare. L’état général de l’animal s’altere vite il 
maigrit, il a en général la partic postérieure du corps souillée 
d’urine et de pus. Quelquefois il) meurt rapidement en quarante- 
huit heures a trois jours, dans d’autres cas l’évolution se pro- 
longe une semaine. Parfois au contraire, |’état s’améliore pro- 
gressivement : les urines redeviennent troubles et alcalines. Quand 
l’animal meurt ou qu’on Je sacrifie on trouve une vessie a parois 
épaisses, dure et cartonnée, avec des taches hémorragiques sur 
la face interne. Dans un cas la vessie et les uretéres étaient entou- 
rés d'un cedéme gélatineux qui remontait jusqu’au bassinet. Si, 
dans ]’ensemble, toutes les souches pathogénes pour l’ceil ont pro- 
voqué une cystite, nous avons eu dans quatre cas une réponse 
négative ; dans un de ces cas (Sh. boydw 4) nous avons répéte 
Vinoculation par voie vésicale et la réaction de |’animal est rede- 
venue positive. Dans deux autres cas nous avons inoculé la vessie 
avec une souche passée sur l’ceil et obtenu alors des lésions de 
cystite typiques (tableau IL). Dans tous les cas naturellement le 
germe était retrouvé dans les cultures d’urine et naturellement 
aussi dans le sang et les selles quand Ja maladie était généralisée. 

Chez certains de nos cobayes guéris et aprés au moins deux 
prélévements négatifs 4 trois ou quatre jours d’intervalle, nous 
avons réinfecté la vessie pour rechercher s'il existait une immuniteé. 
Bien que le petit nombre (six) de nos expériences ne nous per- 
mette pas une conclusion définitive, nous n’avons pas eu (sauf 
dans deux cas) l’impression qu’il existait une immunité; il nous 
a méme semblé que les symptOémes étaient plus importants ¢t 
plus brutaux, comme s'il y avait au contraire une augmentation 
de la sensibilité. 

Nos essais les plus nombreux ont été fails par voile nasale. 
Nous avons dit plus haut que inoculation d’une culture sur gélos2 
ne nous semblait pas satisfaisante. Nous pensons que, dans ce 
cas, Ja culture reste dans la partie antérieure des fosses nasales 
ei est assez facilement éliminée. L’anesthésie n'est pas indispen- 
sabie, mais c'est un moyen trés commode de faire absorber la 
culture; la technique qui consiste a introduire profondément une 
aiguille courbe dans une narine demande beaucoup plus d’habi- 
tude, mais donne des résultats trés voisins. Quelle que soit la tech- 
nique ulilisée, les animaux inoculés par cette voile n’ont jamais 
présenté de signes cliniques; tout au plus les prélévements faits 
dans Je nez avec une aiguille courbe ont-ils parfois ramené un 
mucus purulent; quelquefois, le nez du cobaye présentait des 
crotites a lorifice des narines. Nous avons sacrifié 15 cobayes 
quarante-huit heures 4 six jours aprés la contamination. Tous 
présentaient des lésions congestives trés intenses des poumons qui 
étaient souvent cedémateux. Ces lésions étaient le plus souvent 
locahsées & la partie du poumon située autour des bronches; en 
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général elles étaient bilatérales. Dans ces quinze cas nous avons 
broyé les poumons au mortier avec du sable de Fontainebleau et 
nous avons ensemencé largement |’exsudat pulmonaire; dans } 
moitié des cas environ nous avons retrouvé le germe dans cette 
culture. Nous avons également ¢tudié la survie des bactéries dans 


AOpen Ue 


Souches Hode d'inoculation 
1. Sh. flex. 1 Tunis 911 + - eobaye 1 


méme souche isolée de 
la conjonctivite 


cobaye 2 


. Sh. flex. 3 Addis Abeba 


Sh. boydii 4 Tunis 907 


4. Sh. boydii 7 Tunis 592 


5S. Sh. sonnei Waes,. 


6. Sh. dys. 1 H. 531651 


7. Sh. dys. 1 Bagdad 
m@éme souche isolée 
de la conjonctivite 


cobaye 1 


cobaye 2 


8. Sh. sonnei ph 1 Bn 490 


9, Sh. sonnei ph 1 Br. 505 


iif 


10. Sh. sonnei ph 1 Br, 868 


11. Sh. sonnei ph 1 
Philippines 833 


12, Sh. dys. 1 Tunis 649 


les narines et dans la gorge. Au cours des deux premiers jours, 
les germes sont beaucoup plus nombreux dans Ja narine qui a 
été infectée que dans la gorge; ils se multiplient les jours 
suivants dans la deuxiéme narine. Ils persistent souvent long- 
temps dans le nez: onze, treize, dix-sept jours dans plusicurs 
cas. Le prélévement du pharynx est fait avec un écouvillon qui 
sert ensuite a ensemencer directement le milieu Salmonella-Shi- 
gella. C’est 1a que la persistance du germe est la plus frappante; 
nous l’avons retrouvé jusqu’a trente-quatre jours aprés l’inocu- 
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lation. Dans ces conditions il ne s’agit pas seulement d’une survie 
et l'on peut penser que des germes de ce groupe sont capables 
de végéler dans le pharynx pendant de longues périodes et deve- 
nir une source soit d’auto-infection, soit de contamination. 


TasLEAv III. 


SS ____ = Sn a 
Souches Prélavement de nez Prélévement de gorge 


Sh. dys. 2 
Saigon 59002 
sacrifié 2 j. -2 +2 
. Side +3 +3 
a Jade +4, -7 +4, 97 
mort Or Sic +4, =9 4, +9 
guéri +2, -4, +9, -21, -26, -32 | -2, +4, -9, -21, +26, -32 


Sh. dys. 4 


Deker 41 
mort ER Ji t2 5 +4, 049, ee 22, *4, #9, 412 
guéri -1, -5, -4 +1, -3, <4 


Sh. flexneri & 


Panom-Penh 576 


sacrifié 3 j. +3 +3 
a 3 J. +1, +5 +1, 35 
~ Gj. | #1, +4, +6 +1, -4, +6 
guéri -l, -S, -6, +11, 417, -26 | -1, +3, ~6, -11, +17, +26 
“Sl, -37, -43 +31, -37, -43 
guéri +2, $4, 49, ~21 +2, +4, +9, +14, -21 
guéri tl, +4, +9, -17, -23, -28 | +1, +3, +9, +17, +28 


54, 40 +34, -40 


aan ere 


Sh, boydii 4 


Tunig 907 

port 13. #1 
guéri +B, +4, +9, -14 
a aeEEEREnEeeneeie 


Le jour du prélévement est indiqué par le chiffre qui suit + (positif) ou — (négatif). 


Nous avons résumé nos principales constatations dans le 
tableau HI, qui montre la présence des germes. On remarquera 
que les prélévements ne donnent pas des résultats réguliers au 
cours de plusieurs examens successifs. I] arrive (par exempie 
pour le cobaye guéri inoculé avec Sh. dysenteriae 2) que deux pré- 
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lévements négatifs soient suivis d’un prélévement positif. On peul 
se demander si la survie des germes n’est pas beaucoup plus pro- 
longée que ne le montre observation et si l’animal ne reste pas 
porteur de germes. 


CONCLUSION. 


L’inoculation la meilleure pour l'étude expérimentale du pou- 
voir pathogéne des bacilles dysentériques semble étre la voie 
conjonctiva‘e, La technique d’inoculation et de prélévement est 
aisée et Vobservation trés facile. La voie vésicale donne aussi 
d’excellents résultats, mais sa lechnique est plus délicate. La voie 
nasale ne renseigne pas sur le pouvoir pathogéne, mais donne a 
penser que les bacilles dysentériques sont capables de survivre 
dans l’organisme sans donner lieu & aucune manifestation cli- 
nique, 


Raisume. 


Description des différentes voies d’inoculation de divers bacilles 
dysentériques au cobaye. Par voie vaginale et vésicale, le pou- 
voir pathogéne est élevé; par la voie nasale, la conservation du 
germe in situ est trés prolongée, mais sans signes cliniques; !a 
voie oculaire reste la plus pratique du point de vue technique 
et pour Vobservation des lésions. 


SUMMARY 


EXPERIMENTAL PATHOGENICITY 
OF DYSENTERIA BACILLI IN GUINEA PIGS. 


Various species of dysenteria bacilli have been inoculated into 
guinea pigs by different routes. The pathogenicity is high in 
the case of intravagina! and intravesical inoculaion. After intra- 
nasal injection, the germ survives a long time in sifu, but does 
not induce any clinical symptom. The ocular route is the most 
practical allows and an casy study of the lesions. 
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EMPLOI DES ANTIBIOTIQUES BACTERICIDES 
POUR L’OBTENTION DES PREPARATIONS STERILES 
DE BACTERIOCINES 


par Yves HAMON et Yvonne PERON En 


(Institut Pasteur, Service des Bactériophages ) 


Pour débarrasser un milieu contenant une bactériocine des bacteé- 
ries productrices, on ne peut pas employer Ja filtration, la plu- 
part des bactériocines élant relenues par les filtres usuels (Cham- 
berland, Seitz, Berkefeld, etc.). 

C’est pourquoi, Fredericq /4] préconise la technique suivante 
pour rechercher et titrer les colicines : 

a) Addition de VI gouttes de chloroforme & 10 cm*® de culture 
colicinogéne en milieu liquide; 

b) Agitation énergique et répétée du mélange; 

c) Repos d’une demi-heure a la température du laboratoire pour 
permetire au chloroforme de se rassembler au fond du tube; 

d) Titrage de la colicine en suspension dans le milieu ainsi sté- 
rilisé. 

Cependant la méthode de Fredericq, généralement excellente, 
présente Vinconvénient de détruire rapidement certaines bactério- 
cines (notamment les colicines appartenant au groupe E {2, 3)), 
ainsi que certains bactériophages de lysogénéité {4, 5, 6, 7]. 

Nous préférons actuellement employer divers antibiotiques bac- 
téricides (streplomycine, polymyxine B) pour stériliser les cu.tures 
bactériocinogénes. Ce procédé, éprouvé depuis plusieurs mois au 
laboratoire, nous a donné entiére satisfaction. Nous procédons 
de la maniére suivante : 


a) Lorsque le contact de lantibiotique stérilisant avec la culture 
bactériocinogéne peut étre prolongé (conservation des suspensions de 
bactériocines), il n’est pas nécessaire de débarrasser les cultures des 
germes producteurs par centrifugation avant l’addition de l’antibio- 
tique (concentration finale de 200 4 500 wg/cm*). Nous avons pu vyéri- 
fier que les suspensions de bactériocines ainsi traitées conseryent > 
+ 4°C leur titre initia! pendant plusieurs mois. 


(*) Manuscrit recu le 18 juin 1959. 
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b) Lorsque le contact de lantibiotique stérilisant avec la culture 
bactériocinogéne est de courte durée, il faut centrifuger la culture ect 
ajouter lantibiotique au liquide surnageant. Aprés une demi-heure 
ou une heure de contact, on titre la bactériocine sur des plaques de 
gélose nutritive ordinaire ensemencées avec la culture sensible ; tou- 
lefois, si l’on désire titrer la quantité totale de bactériocine (bacté- 
riocine libre + bactériocine fixée sur les bactéries productrices) conte- 
nue dans une culture d’une densité optique déterminée, on arréte au 
moment opportun la croissance bactérienne par addition de J’anti- 
biolique adéquat 4 la culture (concentration finale de 200 wg/cm*) ; on 
litre alors immédiatement la hbactériocine sur des plaques de gélose 
nutritive additionnée elle-méme d’une quantité suffisante de l’anti- 
biotique pour obtenir une concentration de 500 pg/em’. 


Le procédé que nous préconisons faisant intervenir deux anti- 
biotiques bactéricides, il convient donc d’employer pour la recher- 
che et le dosage des bactériocines des souches révélatrices ren- 
dues résistantes soit a la streptomycine soit & la polymyxine B. 


Tasruau I. 


Bactériocines Souches sensibles employées Résistance des souches aux 
étudiées doses suivantes 


Souches K12, B d'E.coli streptomy cine 
Colicines 
Souche Y6R de Sh.paradysenteriae streptomycine| 


Pyocines Souche P10 de Fs.pyocyanea polymixine B 


Megacines Souche asporogéne de «g/cm 
B.megatherium (mutilat) 


Pesticine Souche n°134C de streptomycing 
Past.pseudotuberculosis * 


(*) Dans un travail récent, Ben Gurion et Hertman [8] emploient la didydrostrep- 
lomycine pour stériliser leurs cultures pesticinogénes et la souche sensible n° 134 
de Past. pseudotuberculosis résistante 4 la dihydrostreptomycine. 


Dans le tableau I sont rassemblées les souches révélatrices des 
diverses bactériocines, ainsi que les caractéristiques de ces 
souches. 


APPLICATIONS DE LA METHODE. 


Le procédé de stérilisation par la streplomycine (ou la poly- 
myxine B) rend possible le litrage de faibles concentrations de 
bactériocine et présente, de ce fait, un certain avantage sur la 
méthode de Fredericq qui utilise le chloroforme comme agent sté- 
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rilisant. En effet, si les modalités d’application de cette méthode 
ne sont pas rigoureusement respectées, de fines gouttelettes de 
chloroforme peuvent rester en suspension dans le milieu et pro- 
voquer, lors du titrage, a la dilution zéro, une inhibition simu- 
lant une action faible de la bactériocine. La méthode de Fredericq, 
généralement satisfaisante, n’offre donc pas, dans le cas d'un 
titrage de faibles quantités de bactériocine, une sécurité absolue 
pour l’expérimentateur. Les deux exemples suivants montrent 
le parti que l’on peut tirer de lutilisation des antibiotiques sté- 
rilisants au cours de l'étude des microbes bactériocmogénes. 


Exempie n° 1. — Etude de la précocité de la production des coli- 
cines par les cultures colicinogénes induites par les rayons ultra- 
violets [9]. 

Ensemencons une fiole de 150 cm’? d’eau peplonée (peptone 
Uclaf) a l'aide dune culture colicinogéne inductible par les U. V. 
Centrifugeons la culture lorsqu’elle se trouve en phase exponen- 
tielle de croisance et remettons le culot bactérien en suspension 
dans 30 cm’ de milieu neuf maintenu a 37° C. 

‘La suspension bactérienne dense ainsi obtenue est répartie, 
sous un volume de 10 cm’, dans trois boites de Petri ; le contenu 
de ces boites est alors irradié par les U. V. selon la technique 
habituelle. On stérilise immédiatement une des cultures (cul- 
ture n° 1) par une forte dose de streptomycine (concentration 
finale de 500 peg/cm*) et on Ja centrifuge rapidement & 0° C. On 
conserve le surnageant et le culot bactérien au réfrigérateur a 
+ 4° C (surnageant 1 et culot 1). On place les deux autres cul- 
tures irradiées dans un agitateur mécanique a 37° C pendant un 
quart d’heure (culture n° 2) et pendant une demi-heure (cul- 
ture n° 3) avant de les stériliser & leur tour par la méme dose 
de streptomycine ct de les centrifuger rapidement a O° C (on 
obtient ainsi, pour la culture n° 2, le surnageant n° 2 et le 
culot n° 2, et pour la culture n° 3, le surnageant n° 3 et le 
culot n° 8; ces divers culots et surnageants sont conservés au 
réfrigérateur & + 4° C en attendant d’étre titrés), 

Les titrages de la bactériocine contenue dans les suspensions 
des divers culots bactériens dans 10 cm* de milieu neuf ainsi que 
dans les trois surnageants sont groupés dans le tableau II. 

De Vexamen de ce tableau il ressort que : 


1° Les bactéries productrices fixent la colicine-a Jeur surface : 
des lavages répétés avec le méme milieu et avec de l’eau physio- 
logique ne les débarrassent pas de Vantibiotique fixé. 


2° Le titre de la colicine étant respectivement de deux 4 trois 
fois et de dix a vingt fois plus élevé dans les cultures n° 2 at 
n° 3 que dans la culture n° 1, il faut admettre que la production 
et la lbération de la colicine dans le milieu commence dans les 


PREPARATIONS STERILES DE BACTERIOCINES 521 


minutes qui suivent Virradiation. Malgré le manque de précision 
inhérent aux méthodes de titrage des bactériocines, il nous a 
été possible de situer le début de la diffusion de la colicine dans 
le mileu 4 environ douze minutes aprés le choe inducteur. 


Taspteau If, 


Titre de la colicine d'E.coli 153 
aux dilutions 


-2 


Suspension du culot n°1 


Suspension du culot n°2 


Suspension du culot n°3 


It = inhibition totale de la culture standard ; IT— = inhibition presque totale (non 
confluente) ; +-+ = inhibition partielle; 0 = pas d’inhibition. 


Nos résultats rejoignent ceux de Frederic [10] qui avait déja 
constaté une augmentation du titre de la colicine élaborée par !a 
souche TR21 trente minutes aprés Virradiation ultraviolette. Nous 
avons voulu ici, en employant la technique a la streptomycine, 
préciser ces données relatives 4 la précocité du passage de la 
colicine dans le milieu. 

Si Pon répéte la méme expérience en laissant se développer 
cette fois les cultures n® 2 et n° 3 pendant une heure et une heure 
trente, on constate que Ja concentration de la colicine dans !e 
milieu ne cesse d’augmenter progressivement. Le rapport R de 
la concentration de !a colicine aprés soixante-quinze minutes de 
croissance a la concentration maximum de la colicine a4 la fin 
du processus d’induction est élevé (environ 1/3). 

Toutes ces conclusions, tirées lors de l’étude de la souche 153 
dE. coli, sont valables pour de nombreux aulres systémes que 
nous avons étudiés. 

La précocité de la production des colicines dans le milieu, 
la libération progressive de ces substances au cours de la crois- 
sance des bactéries induites, la valeur élevée de R, Vabsence de 
lyse apparente aprés induction par les U. V. [40, 41], le blocage 
du développement du prophage (A) [aveec, comme corol'aire, 
Vabsence de la lyse bactérienne] par la synthése de certaines 
colicines accompagnée de leur diffusion dans le milieu [44, 42, 2], 
absence d’endolysine [43] (ou, tout au plus, la présence de quan- 
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lités trés faibles) dans les quelques cultures colinogénes non lyso- 
génes que nous avons étudiées, différencient induction des bac- 
téries colicinogénes de l’induction des bactéries lysogénes et sug- 
gerent que le mécanisme du passage des colicines dans le milieu 
nest pas identique a celui des bactériophages qui, on le sait, sont 
libérés par la lyse des bactéries lysogénes \414, 15). 


Exempie n° 2. — Recherche des colicines libres dans les selles. 

Afin de mettre au point une méthode de recherche des colicines 
libres dans les selles de l'homme, nous avons fait quelques essais 
préliminaires sur Jes souris blanches, dont Vintestin renferme 
assez fréquemment des bactéries colicmogénes (présence de ces 
bactéries dans l’intestin de 5 souris sur 8 examinées). La tech- 
nique employée est la suivante : une douzaine de crottes fraiche- 
ment émises et recueillies asepliquement sont placées dans une 
petite fiole de Kjeldahl contenant 2 cm’ d’eau distillée. Aprés 
une demi-heure d’agitation mécanique 4 87° C, les crottes sont 
écrasées et délayées a l’aide d’une grosse baguette de verre ; 
puis la fiole est placée dans l’agitateur a 18° C pendant une demi- 
heure pour permettre la mise en suspension éventuelle des coh- 
cines. On stérilise ensuite le liquide par addition de 1000 ug de 
streptomycine et, aprés une demi-heure de contact, on le centri- 
fuge dans des petits tubes 4 fond conique. 

On recherche alors la colicine en déposant quelques gouttes 
de chaque surnageant de centrifugation sur une plaque de gélose 
ensemencée a l’aide d'une dilution a 1/100 de la souche sensible 
(souche K12S dE. coli résistante 4 1000 ug de streptomycine 
par centimétre cube). 

Celle recherche, qui a porté au total sur 8 souris, ne nous a 
pas permis de mettre en évidence de la colicine libre dans Vin- 
lestin des 5 souris qui hébergeaient des bactéries colicinogénes. 
I! est possible que la concentration de la colicine soit trés faible 
et que la méthode que nous employons ne soit pas suffisamment 
sensible pour la mettre en évidence; mais la sensibilité de ia 
piupart des colicines connues aux enzymes protéolyliques cons- 
titue sans doute la cause principale de la négativité des résultats. 


Discussion. 


L’emploi des antibiotiques stérilisants pour la recherche et le 
litrage des bactériocines pourra sans doute entrer dans la pratique 
courante du fait que, pour chaque famille de bactériocines (coli- 
cines, mégacines, pyocines, etc), on possede des souches d’une 
sensibilité trés étendue. Ainsi la souche K12S d’E. coli est sen- 
sible 4 toutes les colicines actuellement connues; par conséquent, 
il suffit de sélectionner dans la population de cette souche un 
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mutant résistant a la streplomycine pour obtenir un procédé per- 
mettant la recherche et le titrage aisés de toutes les colicines. 

D’autre part, les antibiotiques bactéricides peuvent étre employes 
pour la recherche et le titrage des bactériophages de lysogénéité 
lorsqu’on ne dispose gue d’un petit nombre de souches sensibles 
a tous les hactériophages que l’on étudie. Nous avons pu cons- 
later, par exemple, que cette méthode s’applique aux bactério- 
phages provenant des EF. coli lysogénes en employant les trois 
souches K12, B et Y6R rendues résistantes a la streplomycine; 
en outre, nous utilisons maintenant couramment une souche de 
S. paratyphi B appartenant au lysotype 1, variation 1 et rendue 
résistante & la streplomycine, pour l’élude des bactériophages de 
lysogénéité élaborés par les diverses souches de cette espéce. 

Cette méthode, plus rapide et plus précise que la technique 
grossiére de la filtration, présente également l’avantage de mettre 
ceux qui manipulent des cultures pathogénes a l’abri des conta- 
minations, la streptomycine et la polymyxine B exercant, aux 
concentrations employées, une action bactéricide rapide. Dans sa 
revue intitulée Lysogeny (1955), Bertani [46] l’avait défini en ces 
termes : « To measure the amount of free phage present at a 
given lime in a lysogenic culture, 1t is necessary to remove or 
lall bacteria, otherwise they, once plated onto the indicator strain, 
will continue to grow and to liberate more phage. The easiest 
way to do this is to use a streptomycin resistant strain as an indi- 
cator and to plate in the presence of streptomycin which wul 
all the lysogenic cells, allowing only free phage to form pla- 
ques ». 

De méme, Rosenblum et Jackson [17] ont récemment utilisé 
des plaques de gélose aux antibiotiques pour rechercher systéma- 
tiquement les propriétés lysogénes parmi les cultures de Sf. aureus 
et d’entérobactériacées diverses; ils ont employé comme souches 
révélatrices plusieurs cultures devenues spontanément résistantes 
aux antibiotiques in vivo ainsi que certains mutants obtenus in 
vitro, Ces auteurs ont obtenu, par cette méthode, des titres de 
bactériophages dix fois plus élevés que par la technique habi- 
tuelle qui consislte a déposer des gouttes d'un surnageant de 
centrifugation des diverses cultures sur une plaque de gélose 
nutritive ensemencée avec la culture révélatrice. 


AESUME. 


Pour rechercher et titrer les bactériocines, nous préconisons 
Vemploi des antibiotiques bactéricides (streptomycine, polymy- 
xine B) pour inactiver Ja population des bactéries productrices. 
La technique employée peut se résumer ainsi: a) lorsque le 
contact de l’antibiotique stérilisant peut étre prolongé (pour la 
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conservation des suspensions de bactériocines, notamment), on 
ajoute directement a la culture une quantité d’antibiotique suffi- 
sante pour obtenir une concentration finale de 500 ywg/em’*; b) lors- 
que Je contact de l’antibiotique stérilisant est de courte durée, 
on ajoute l’antibiotique au surnageant de centrifugation de la cul- 
ture bactériocinogéne et on laisse en contact une demi-heure ou 
une heure avant de litrer la préparation sur des plaques de gé-ose 
nutritive ordinaire ; cependant, si lon désire titrer la quantité 
totale de bactériocine (bactériocine libre + bactériocine fixée sur 
les bactéries productrices) contenue dans une culture de densité 
optique déterminée, on ajoute 4 cette derniére une quantité d’an- 
tibiotique suffisante pour obtenir une concentration finale de 
200 we/cm’ et on titre immédiatement la bactériocine sur des pla- 
ques de gélose nutritive additionnées de l’antibiotique (500 wg par 
centimétre cube). 

Le titrage des hactériocines s’effectue, bien entendu, en utili- 
sant des souches révélatrices rendues résistantes soit 4 la strep- 
tomycine, soit 4 la polymyxine B. 

Deux applications de cette méthode sont présentées en détail ; 
ces expériences démontrent, d’une part, la précocité de la libéra- 
tion des colicines dans le milieu aprés Vinduction des cultures 
colicinogénes par les U. V., d’autre part, Vabsence de colicine 
libre (ou la présence éventuelle de quantités trés faibles) dans 
Vintestin des souris qui hébergent des bactéries colicinogénes. 


SUMMARY 


UsE OF BACTERICIDAL ANTIBIOTICS 
TO OBTAIN STERILE PREPARATIONS OF BACTERIOCINS. 


For the demonstration and ltration of bacteriocins, the authors 
use bactericidal antibiotics (streptomycin, polymyxin B) to inac- 
livate the bacterial population producing the bacteriocins. 

The technique is as follows : 


a) When the contact with the antibiotic can be prolonged, an 
amount of antibiotic sufficient to obtain a final concentration of 
500 wg/cm* is directly added to the culture. 


b) When the contact is of short duration, the antibiotic is added 
to the supernatant after centrifugation of the bacteriocinogenic 
culture, and the contact maintained half an hour or one hour 
before titration of the preparation on agar plaques; however, if 
one wants to assay the total amount of bacteriocin (free bacte- 
roicin + bacteriocin fixed onto bacteria), the amount of the 
antibiotic added to the culture must be sufficient to obtain-a final 
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concentration of 200 wg/em* and the titration must be immediately 
carried out on agar plaques containing the antibiotic (500 ug/em’). 

The titration is carried out by means of resistant strains (cither 
to streptomycin or to polymyxin B). 

Two applications of the method are described. The experiments 
show, first, the early release of colicins into the medium after 
induction by U. V.; secondly the absence (or the presence of 
very small amounts) of free colicin in the intestines of mice ear- 
rying colicinogenic bacteria. 
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RELATIONS ENTRE LA FIXATION 
D’UN BACTERIOPHAGE 
ET L’ETAT PHYSICO-CHIMIQUE 
DE LA SURFACE BACTERIENNE 


par J- DIRK): 


(Institut Pasteur de Bruxelles, Belgique) 


INTRODUCTION. 


Dans des travaux antérieurs Beumer et coll. [4, 2] et Dirkx 
ct coll. [8, 4] ont montré que le réle des cations, lors de la fixation 
du phage de Lisbonne H-SHPB(Ca) sur différentes souches 
sensibles, pouvait s’expliquer avec une approximation satis- 
faisante en appliquant au svsttme phage-bactérie la théorie de 

stabilité des colloides de Verwey et Overbeek {5] légérement 
modifiée [4], pour autant que les bactéries mises en présence du 
phage solent i type R Pcwiet 1). Cependant, d’aprés cette théorie, 
le phage devrait se fixer sur les bactéries S (smooth) 4 des forces 
ioniques plus faibles que celles qui provoquent la fixation sur 
les bactéries R, alors que |’expérience démontre le contraire. 
Les auteurs précités [3, 4] avaient, 4 ce moment, émis l’hypothése 
qu’il devait exister, 4 la surface des bactéries S, un obstacle de 
nature mécanique, empéchant la fixation du phage. 

Dans un travail ultérieur, Dirkx, Beumer et Beumer-Joch- 
mans [6] ont montré que les propriétés floculantes des suspensions 
de bactéries R en présence d’électrolytes pouvaient également 
s’expliquer par la théorie de Verwey et Overbeek et apportaient 
méme une démonstration de l’existence du minimum secondaire, 
prévu par ces derniers auteurs, dans les courbes d’énergie d’inter- 
action entre les particules en suspension. Une fois de plus, 
cependant, le comportement des bactéries S est anormal. En 
effet, dotées d’un potentiel ¢ notablement plus bas que celui des 
germes R, ces bactéries devraient floculer 4 des forces ioniques 
inférieures celles exigées pour la floculation des souches R, 
alors que l’expérience montre que la floculation des bactéries S, 
quand elle peut étre provoquée, ne Vest que par des concen- 
trations Salines tellement élevées que le phénoméne observé fail 
immanquablement penser a un effet de salting out. Ici encore 


(*) Manuscrit recu le 20 mai 1959. 
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se manifesterait l’effet protecteur d’une barriére mécanique 
empéchant les bactéries d’entrer en contact les unes avec les 
autres. Cette conception, bien que de plus en plus admise dans 
la chimie des colloides [7, 8], présentait toutefois l’inconvénient 
d’étre purement théorique et de ne reposer que sur des faits 
expérimentaux négatifs. 

Le but du présent travail a été, précisément, la recherche de 
critéres positifs permettant la caractérisation de cette hypo- 
thétique barriére mécanique et lobtention, a son sujet, d’infor- 
mations physico-chimiques susceptibles, entre autres, d’expliquer 
les conditions parliculiéres de fixation du phage sur les bactéries S. 

La technique viscosimétrique s'est révélée extrémement fruc- 
tueuse a cet égard et ce sont Jes résultats de son application 
aux suspensions bactériennes que nous rapportons ici. 


MATERIEL ET METHODES, 


Souches bactériennes. — Les souches utilisées ont été décrites précé- 
demment [38, 6]. Rappelons qu’il s’agit d’une souche de Shigella 
flexneri F6 dont les variétés R et S, isolées antérieurement, seront 
désignées ici sous les appellations respeclives de F6R et de F6S, et d’une 
souche d’Escherichia coli @ de la collection de 1l’Institut Pasteur dont 
nous possédons également les deux variétés R et S, désignées respec- 
tivement coli @ R et coli @S. 


Cultures. — Les bactéries ont été cultivées dans le milieu LB de 
Bertani [9] dans des conditions semi-anaérobiques pour éviter la for- 
mation des « fimbriae » décrits par Brinton et coll. [410] et Duguid 
et coll. [44, 42, 43]. Le milieu est réparti dans des boites de Roux de 
un litre, 4 raison de 800 ml par boite. Inoculées avec une suspension 
de germes provenant d’une culture de vingt-quatre heures sur le méme 
milieu, les boites sont maintenues 4 |’étuve & 37°C pendant vingt- 
quatre heures. Les germes sont ensuite récollés par centrifugation, lavés 
deux fois 4 Veau distillée, puis dialysés une nuit en eau distillée agitée, 
en présence de résines échangeuses d’ions |Amberlite IRA-400(0H) 
+ Amberlite IR-120(H)] qui fixent les ions au fur et & mesure de leur 
libération, de sorte qu’une dialyse de ce genre est équivalente a celle 
praliquée en eau distillée renouvelée. Il est important que les germes 
soient correctement dialysés, les premiéres mesures de viscosité devant 
se faire & de trés faibles forces ioniques. Apres dialyse, les suspensions 
bactériennes sont filtrées sur filtre de verre fritté G2, opération indis- 
pensable 4 l’élimination des grosses particules risquant de boucher les 
capillaires des viscosimétres, puis centrifugées et reprises dans quelques 
ml d’eau distillée de maniére a ce que le volume final soit légérement 
supérieur A’ 5 ml. Pour les £. coli, deux boites de Roux sont nécessaires 
pour obtenir une suspension de germes suffisamment dense, tandis 
qu’il en faut trois pour les F6. On introduit alors, dans les viscosi- 
métres, 5 ml des suspensions ainsi préparées ; elles contiennent de 
10% A 1042 bactéries par millilitre. 
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Mesures de viscosilé. — Les viscosités ont été mesurées dans des visco- 
simetres du lype Ostwald entiérement en verre pyrex, de manicre a 
diminuer les risques d’adsorption sur les parois. Le tube capillaire 
poss¢de un diamétre de 0,4 mm et une longueur d’environ 22 cm. Le 
bulbe surmontant le capillaire a une capacité de 2 ml entre les traits de 
jauge. Avant chaque expérience, les viscosimétres ulilisés sont calibrés 
avec de l’eau distillée filtrée. Leur temps d’écoulement doit ¢tre repro- 
ductible 4 0,2 seconde pres. Toutes les mesures ont été effectuées en 
thermostat A la température de 30°C + 0,02° GC Dans ces conditions, 
les temps d’écoulement pour |’eau distillée sont voisins de sept minutes, 
avec une tension de cisaillement de Vordre de 10 dynes/cm*’ et un 
gradient de vitesse de Vordre de 1000 sec—. Les mesures de viscosité 
proprement dites ont été effectuées de la maniére classique, par déter- 
mination du temps d’écoulement des suspensions. Dans les expériences 
oa Von a fait varier la force ionique, on a d’abord déterminé le temps 
d’écoulement de la suspension bactérienne étudiée dans l'eau distillée, 
puis ajouté, dans le viscosimétre méme, donc a la méme suspension, 
des quantités connues et croissantes d’une solution concentrée du cation 
étudié, exactement mesurée da la microseringue Agla. Dans les expé- 
riences ot l’on a fait varier la concentration bactérienne, la premicre 
mesure a été effectuée sur la suspension la plus concentrée et celle-ci a 
été ensuite diluée, dans le viscosimétre, par addition, dans des propor- 
tions connues, d’eau distillée filtrée. Les milieux ioniques utilisés ont 
toujours élé des maléates du cation approprié, préparés comme décrit 
précédemment [3]. 

Détermination de la teneur en bactéries des suspensions. — La richesse 
des suspensions bactériennes a été déterminée par trois techniques 
différentes pratiquées sur les suspensions utilisées pour les expériences. 
Ces techniques sont : la numérat.on directe des bactéries sous le micro- 
scope, par emploi de la cellule de comptage de Petroff, technique lente 
et peu précise qui a surtout été utilisée a titre de contréle ; la détermi- 
nation de la valeur néphélométrique d’une série de dilutions de la sus- 
pension originale au néphélométre Coleman et, enfin, Ja détermination 
da poids sec. Les valeurs viscosimétriques ont été ramenées soit au 
poids sec, soit & la valeur néphélométrique, ces deux méthodes donnant 
des résultats ne différant entre eux que de la valeur d’une constante. 

Hémagglutination. — Nous avons suivi exactement la technique de 
Duguid [41] en utilisant des globules rouges de cheval en suspension 
a 3 p. 100 dans l’eau physiologique. 

Calcul des résultats. — Aucune correction particuliére n’a élé appli- 
quée lors du calcul des résultats. Celui-ci a toujours été effectué par 
simple rapport des temps d’écoulement, les corrections étant négli- 
geables du fait que nos mesures ont toujours été relatives et compara- 
tives. La grandeur que nous avons le plus fréquemment utilisée est la 
viscosité spécifique, définie par l’équation 


Fsp = 
No 
dans laquelle ys est la viscosité de la suspension et yo celle du solvant, 
cest-a-dire celle de la solution saline servant de milieu de suspension 
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Comme nous n’utilisons que des viscosités relatives, la formule finale- 
ment utilisée pour le calcul de la viscosité spécifique est : 


ls te 
ie ie = ae 


Cp == = 


{ts/te)ys étant le rapport des temps d’écoulement de la suspension des 
germes et de l’eau dans le viscosimétre contenant cette suspension et 
(to/te)vo, le rapport des temps d’écoulement du milieu de suspension 
et de l’eau dans le viscosimétre témoin. Nous avons également utilisé 
la viscosité spécifique réduite qui n’est autre, rappelons-le, que la visco- 
sité spécifique divisée par la concentration. 


AWSULTATS. 


I. — VARIATION DE LA’ VISCOSITE SPICIFIQUE EN FONCTION 
DE LA COMPOSITION IONIQUE DU MILIEU. DE SUSPENSION. —- 
A. — Germes R. — Que ce soit en présence de cations mono- 


valents (Nat) ou de cations bivalents (Ca++), le comporte- 


nSp a 
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Fic. 1. — Variations de Ja viscosité spécifique des suspensions de bactéries R en 


fonction de Ja concentration ionique du milieu de suspension. Tons Ca++ 

En abscisses, logarithme de la concentration ionique ; en ordonnées, viscosité 

spécifique. Les courbes obtenues en présence d’ions Na+ sont similaires mais 

décalées vers les concentrations plus élevées, le maximum se situant aux enyirons 
de la concentration 1 M. 


ment des germes R, aussi bien du coli g R que du I’6R, est, dans 
l'ensemble, identique. Comme le montre la figure 1, aux faibles 
forces ioniques, Ja viscosité spécifique des suspensions de bac- 
téries R reste constante et égale A sa va'eur dans |’eau distillée, 
puis, & une certaine concentration, elle augmente brusquement 
pour décroitre ensuite, lentement, aux fortes concentrations salines. 

Il est d’ores et déja intéressant de remarquer que cette brusque 
variation de la viscosité spécifique atteint précisément son 
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maximum a la concentration ionique 4 la quelle Dirkx, Beumes 
et Beumer-Jochmans [6] attribuaient la floculation primaire de 
ces mémes germes. S’il en est bien ainsi, la mesure de viscosité 
fournirait un critere expérimental permettant Ja distinction entre 
la floculation primaire et la floculation secondaire, distinction 
qui ne reposait, auparavant, que sur une base purement théo- 
rique, & savoir: Vexamen des courbes d’énergie d’interaction 
(tablies par calcul d’aprés la théorie de Verwey et Overbeek {5). 
Ce point sera repris plus en détail dans la discussion. 


B. — Germes S. — Le comportement visqueux des germes 5 
est totalement différent de celui des germes R. On observe, en 
effet, dés Vadjonction au milieu de suspension de petites quan- 
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Fic. 2. — Variations de la viscosité spécifique des suspensions de bactéries S en 


fonction de Ja concentration ionique du milieu de suspension. Jons Ca++. Les 

coordonnées sont identiqnes & celles de la figure 1. Des courbes similaires sont 

oblenues en présence d’ions Na+ mais également décalée vers Jes concentrations 
plus élevées, le minimum se situant aux environs de 0,5 M. 


lilés d’électrolytes, une réduction de la viscosité spécifique des 
suspensions de bactéries S, ainsi que le montre la figure 2. 
Cette réduction, connue sous le nom de suppression de |'effet 
Glectro-visqueux, est, chez les germes S, généralement d’autant 
plus marquée que la force ionique est plus élevée. Dans certains 
cas (coli m S), on observe, aux fortes concentrations salines, 
une légére augmentation de la viscosité spécifique, phénoméne 
également présenté par la plupart des colloides, La suppression 
de J’effet électro-visqueux est une propriété généralement mani- 
festée par les colloides hydrophiles chargés et attribuée a !a 
contraction des molécules causée par la diminution de la répulsion 
électrostalique entre groupes ionisés. Cette diminution elle-¢méme 
résulte de la contraction de la partie diffuse de la double couche 
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entourant chaque groupe chargé, sous l’influence de l’augmen- 
lation de la force ionique. xl 

L’existence d'un effet électro-visqueux chez les bactéries S 
suggere done la présence, a la surface de ces bactéries, de 
nioléctiles hydrophiles chargées. Nous avons cherché a en préciser 
les propriétés ee chimiques en étudiant le comportement 
visqueux des suspensions bactériennes, non plus en fonction 
de la concentration ionique, mais en fonction de leur richesse 
en bactéries elles-mémes. 


IT. — VARIATION DE LA VISCOSITY: SPE:CIFIQUE REDUITE EN FONCTION 
DE LA CONCENTRATION BACTERIENNE. — Lorsqu’on étudie le compor- 
ai | 
S 
loge” AS ASP 


Conc. bactérienne 
| Zz 3 4 ae i 8% 


| l L 1 it n 
Ic. 3. — Variation de la viscosité spécifique réduite en fonction de la concen- 
tration bactérienne. Abscisses : concentration bactérienne en poids sec p. 100 ; 


ordonnées : Jogarithme Nsp/¢- Les courbes des F6 ont été décalées dune décade. 


tement visqueux des suspensions hbactériennes en fonction de 
la concentration en germes, trois constatations importantes appa- 
raissent lorsque les résultats sont portés sur graphique en coor- 
données semi-logarithmiques (fig. 3). 


532 ANNALES DE L°’INSTITUT PASTEUR 


Tout d’abord, aux concentrations bactériennes relativement 
élevées, le logarithme de la viscosité spécifique réduite varie 
linéairement vee la concentration en bactéries. En d'autres 
termes, les suspensions bactériennes obéissent a la loi de Bun- 
genberg de Jong, Kruyt et Lens [414]. 

Ensuite, aux faibles concentrations bactériennes, on aper¢oit 
Vapparition d’écarts assez considérables 4 la linéarité. Cet effet 
classique a, lui aussi, recu Ja dénomination d’effet électro- 
visqueux. Il est aisé de voir, sur Ja figure 3, que cet effet est 
beaucoup plus marqué pour les germes S que pour les R cor- 
respondants. Rappelons que le passage de la partie non linéaire 
a la partie lineaire de la courbe porte le nom d’auto-suppression 
de leffet électro-visqueux. Sa signification, en ce qui concerne 
les bactéries S, nous parait assez importante et nous y reviendrons 
plus loin. 

Enfin, on voit immédialement que la pente de la parle linéaire 
de la courbe est plus marquée pour les germes S que pour 
les R correspondants, indiquant que les germes 5S ont tendance 
i se rapprocher du comportement des colloides hautement 
visqucux. En effet, la pente de la droite exprimant la variation 
de la viscosité spécifique réduite en fonction de la concentration 
en colloide dépend de plusieurs facteurs, notarament le degré 
de solvation des molécules en solution, leur extension plus ou 
moins prononcée et, enfin, leur degré d’asymétrie. Chacun de 
ces facteurs exerce sur la pente de la droite un effet positif 
c’est-d-dire que cette dermiére sera d’autant plus forte que 
chacun des facteurs précités sera plus grand. 


INTERPRETATION DES RESULTATS ET DISCUSSION. 


I. — DistINcTION ENTRE LA FLOCULATION PRIMAIRE ET LA FLOCU- 
LATION SECONDAIRE DES GERMES R. — Lorsqu’un agrégat pénétre 
dans le capillaive d’un viscosimétre, il se trouve soumis & une force 
de cisaillement dont une des composantes tend & le dissocier. Il est 
évident que cette dissociation sera d’autant plus aisée que l’énergie 
dinteraction entre les particules qui constituent lagrégat sera plus 
faible. Dans le cas présent, il est malheureusement impossible 
de soumettre le probleme 4 une analyse mathématique utile, 
expression donnant l’énergie de liaison étant transcendante et 
conduisant rapidement a des équations insolubles. Albers [45 
a c¢ludié les conditions de redispersion d’un floculat dans le 
capillaire d’un viscométre dans le cas simple ot seule intervient 
lénergie dattraction de London-Van der Waals. Ses résultats 
montrent, comme l’on pouvait s’y attendre, que plus l’énergie 
d’attraction est grande, plus il faut forcer le passage de la sus- 
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pension dans le capillaire pour atteindre la redispersion. Dans 
un viscosimétre donné, et a condition de n’exercer aucune pression 
externe, la tension de cisaillement dont on dispose est constante 
et Ton ne peut done s’attendre @ une redispersion totale que 
pour autant que l’énergie d’interaction ne dépasse pas certaines 
limites et que le floculat, en pénétrant dans le capillaire, y soit 
immédiatement soumis a la force de cisaillement maximum. 
Cette derniére condition est satisfaite pour aulant que les carac- 
téristiques du viscosimétre utilisé satisfont a la relation : 
iB) 
s <1 (Albers) 
dans laquelle r est le rayon du ecapillaire et L sa longueur. Dans 
le cas de nos viscosimétres, nous avons : : 
1D) “) 
see 0,00107 = 10-3 
chilfre effectivement tres petit devant 1, en sorte que les agrégats 
pénétrant dans le capillaire de nos viscosimétres y sont immé- 
diatement soumis a4 la force de cisaillement maximum. 

On peut se représenter Vaction de la floculation sur la viscosité 
de la mamiére suivante : la formation des agrégats emprisonne 
une certaine quantité de solvant, augmentant par conséquent 
le volume spécifique parliel de la suspension. I] devrait done 
en résulter normalement un accroissement de la viscosité. Or, 
si énergie de liaison est faible, comme c’est généralement le cas 
pour les floculations secondaires, les particules seront immédia- 
tement redispersées dés leur entrée dans le capillaire du viscosi- 
métre. Elles libéreront donc le solvant occlus et lon n’observera 
pas d’augmentation du temps d’écoulement. Au contraire si 
énergie de liaison est grande, comme c’est toujours le cas pour 
les floculations primaires, les agrégats ne pourront étre redis- 
persés. Ils conserveront done leur solvant occlus et une notable 
augmentation de la viscosité doit étre observée. On peut évidem- 
ment espérer pouvoir mettre en évidence une augmentation de 
'a viscosité dans le cas des floculations secondaires en utilisant 
des viscosimétres de plus faible gradient de vitesse (Overbeek {46)). 
Cependant, quel que soit le type d’appareil utilisé, la floculation 
primaire doit se manifester, en raison de sa haute énergie de 
liaison, par un maximum ou, tout au moins, par un plateau dans 
la courbe du temps d’écoulement en fonction de la concentration 
ionique. Avee un viscosimétre approprié, on doit done pouvoir 
mettre en évidence un maximum correspondant a Ja floculation 
primaire tel quil apparait dans la figure 1. Ce procédé 
présente l’avantage de distinguer l'un de l’autre les deux types 
de floculation grace 4 un critére expérimental quantitatif. 
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Il est, par ailleurs, assez remarquable de constater la concor- 
dance entre les résultats présentés ici et ceux obtenus anté- 
rieurement sur les mém2s germes par Dirkx, Beumer et Beumer- 
Jochmans [6]. Ces auteurs altribuaient la floculation primaire 
a la concentration 1M pour les ions K+ et aux concentrations 
respectives de 2.10~M pour F6R et de 5.10-°M pour gf, 
pour les ions Cat+, bien qu’ils aient signalé, 4 Il’époque, 
le caractére un peu empirique de cette distinction si l’on fait 
abstraction des prévisions théoriques. Nos résultats actuels nous 
conduisent a attribuer la floculation primaire A une concentration 
en ions Nat de 0,5 M pour le coli g R et de 1 M pour F6R tandis 
que pour les ions Ca++ nous obtenons présentement les concen- 
trations de 3.10 M pour @ R et 2.10-?M pour F6R. L’accord 
se révéle donc excellent et l’on peut considérer que les deux 
séries de résultats se confirment mutuellement. 

En ce qui concerne la diminution de viscosité que l’on observe 
aux concentrations supérieures a celle provoquant le maximum 
caractéristique de la floculation primaire, il semble qu’elle puisse 
s’expliquer par un effet de déshydratation. En effet, comme 
nous l’avons vu, au moment ow la floculation primaire se produtt, 
les agrégats emprisonnent une certaine quantité de solvant. Si, 
par aprés, on augmente encore la concentration saline, on crée 
un déséquilibre osmotique entre le milieu de suspension et ta 
phase aqueuse occluse. Ce déséquilibre tend !& se combler, ce 
qui ne peut étre réalisé que par une perte d’eau de la phase 
occluse. Celle-ci entraine automatiquement une réduction de 
volume des agrégats qui se manifeste, 4 son tour, par une dimi- 
nution de la viscosité. 


II. — SrrRucTURE PHYSICO-CHIMIQUE DE LA SURFACE DES 
BACTERIES S. — La caractéristique la plus marquante du compor- 
tement visqueux des germes S est manifestée par leur effet 
électro-visqueux c’est-a-dire par une augmentation appréciable 
de la viscosité des suspensions de ces germes aux faibles forces 
ioniques. Dans les courbes de viscosité établies en fonction de 
la concentration en électrolytes, cet effet s’observe uniquemeat 
pour les germes S (figure 2). 

Un autre effet électro-visqueux s’observe chez les types R et S 
dans les courbes exprimant la variation de la viscosité spécifique 
réduite en fonction de la concentration en germes, dans l’eau 
distillée (fig. 3). Ce deuxiéme effet que nous appellerons effet 
auto-électro-visqueux pour le distinguer du précédent, retiendra 
tout d’abord notre attention. Bien qu’il soit présent chez les deux 
types bactériens, encore qu’étant beaucoup plus prononcé chez 
les S, on peut se demander s’il est exactement de méme nature 
chez les R et chez les S. On connait, en effet, l’existence d’effets 
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électro-visqueux aussi bien pour les colloides hydrophiles que 
pour les colloides hydrophobes, bien que la nature du méca- 
nisme soit essentiellement différente dans les deux cas. Chez 
les colloides lyophobes, l’effet électro-visqueux est essentielle- 
ment un phénoméne de double couche électro-ionique, «celle-ci 
étant trés élendue aux faibles concentrations en électrolytes. 
Le cisaillement visqueux tendant a séparer, au moins _partielle- 
ment, le nuage d’ions entourant la particule de la particule 
elle-méme, il s’ensuit un freinage électrique dad a 1’attraction 
existant entre la particule et son nuage d’ions. Ce freinage se 
manifeste par une augmentation du temps d’écoulement, donc 
de la viscosité (Overbeek [47]). Cet effet est extrémement fugace 
et rapidement aboli en présence de traces de sels qui ont pour 
effet de comprimer la couche diffuse d’ions A une épaisseur 
négligeable vis-a-vis du rayon de la particule, ce qui rend, par 
le fait méme, négligeable le cisaillement différentiel entre la par- 
licule et la partie diffuse de la double couche. De méme, si la 
concentration en particules est suffisante, l’effet auto-électro- 
visqueux doit se supprimer de lui-méme. En effet, la double 
couche se comprime d’elle-méme avec Vaugmentation de la 
concentration en particules qui crée, dans le solvant, un champ 
électrique de plus en plus intense dont la conséquence est la 
rétention des ions au voisinage des surfaces particulaires. Dans 
une suspension diluée, en tous les points suffisamment éloignés 
des surfaces particulaires, le potentiel électrique est nul et il 
existe, au total, une portion volumétrique notable de la suspension 
ou cette situation est réalisée. Les ions se meuvent librement 
dans cette portion du liquide et ne sont soumis 4 d’autres forces 
que celles résultant de Vagitation thermique et de leurs inter- 
actions propres, les uns avec les autres. On peut done établir 
une distinction entre ces ions libres et ceux retenus au voisinage 
des particules colloidales. Si, & ce moment, on déplace la par- 
ticule par rapport 4 son nuage d’ions (cisaillement visqueux), 
un certain nombre d’ions sont suffisamment éloignés de la 
particule pour redevenir libres et d’autres, au contraire, s’en 
rapprochent assez pour étre retenus. Cet échange s’est fait 
srace A un certain travail emprunté au mouvement visqueux 
avec, par conséquent, un ralentissement de ce dernier (effet 
électro-visqueux). Au contraire, si les particules sont  suffi- 
samment rapprochées, le potentiel n’est nul en aucun point, 
tous les ions présents sont prisonniers au voisinage des surfaces 
particulaires et il devient pratiquement impossible de déplacer 
une particule sans déplacer en méme temps les ions retenus A 
son voisinage. 

On peut donc espérer, si Pon connait le potentiel superficiel 
des particules, étre en mesure de donner une estimation de la 
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concentration en particules qu’il faut atteindre pour obtenir 
la suppression de l’effet auto-électro-visqueux. 

Le potentiel des germes R, déterminé par électrophorése dans 
un travail précédent [8], est voisin de 100 mV. D’aprés ce qui 
a été dit précédemment, on peut s’attendre a une disparition de 
effet auto-électro-visqueux si le potentiel entre deux germes 
ne s’abaisse pas en dessous du cinquiéme de sa valeur a la surface 
de ceux-ci, soit 20 mV. Le potentiel existant a égale distance 
entre deux germes peut étre calculé par la formule de premiere 
approximation établie par Verwey et Overbeek [5] pour deux 
plaques planes et qui est la suivante : 

= oye 


u est lié au potentiel wa existant 4 équidistance des deux plaques 
par la relation : 
veWa 


kT 


uU = 


ott v est la valence de ’ion complémentaire de Ja double couche, 
e la charge de l’électron, k la constante de Boltzman et T la tem- 
pérature absolue. 


Le facteur y est défini par la relation : 


e2/2 — ] 
y °F alee) ce I 
ou z = vey,/kT, wy. étant le potentiel a la surface de la particule. 


x, le facteur de Debye-Htickel, doit étre, dans nos expériences, 
voisin de sa valeur pour l’eau distillée et peut étre estimé 4 environ 
LU em. 

d, la demi-distance entre les germes, peut donc étre calculé 
a partir des autres facteurs. Nous avons les valeurs suivantes : 

p = 100 mV, dol z=43; ya = 20 mV, dou u=0,8; pour 
= ON Bi Wy == ULE, On A clone 

),3°= 8-x O62 e=""Gont on tire 
et ae"62 Cou ed 2 ee a= 2 eee 


La distance entre deux germes doit done étre égale 4 4.10—+ em, 
ce qui correspond a 1,6.10'° germes par millilitre. Or, lexpé- 
rience montre que l’effet auto-électro-visqueux des germes R est 
aboli pour une concentration de 1 p. 100 en poids see pour F6R, 
correspondant a 3,3.10?° bactéries par millilitre, et de 3,5 p. 100 
en poids sec pour @ R, correspondant 4 6,3.10%° bactéries par 
millilitre. 

Etant donné les approximations du calcul précédent, et le 
fail que le nombre de germes par millilitre calculé de cette 
maniére varie comme le cube de d, accord entre les prévisions 
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théoriques et les résultats expérimentaux peut étre considére 
comme satisfaisant, le calcul précédent visant seulement a donner 
un ordre de grandeur de la concentration en germes amenant la 
suppression de lJ effet électro-visqueux. Aucun effet électro- 
visqueux n’ayant été observé lors de l’étude de la viscosité en 
fonction de la concentration ionique, il faut en chercher la raison 
dans le fait que les suspensions utilisées étaient suffisamment 
concentrées pour amener la suppression de l’effet auto-électro- 
visqueux. 

L’abolition de leffet électro-visqueux des bactéries R par les 
électrolytes constitue une bonne démonstration de son caractére 
fugace comme on peut le voir sur les figures 4 et 5. On remarque, 
sur ces graphiques, que leffet auto-électro-visqueux des bac- 
téries R est immédiatement aboli méme par une concentration 
aussi faible que 2 milliéquivalents d’ions Na+ par litre. Ce fait 
est parfaitement cohérent avec Vexplication donnée précédem- 
ment car, en effet, a cette concentration saline, l’épaisseur de 
la partie diffuse de la double couche se trouve déja réduite aA 
78,5 A et est done parfaitement négligeable devant le rayon bac- 
térien qui est de Vordre du micron. L’effet des cations Nat sur 
F6R est méme assez remarquable en ce sens que, en leur 
présence et dans la limite des concentrations bactériennes 
étudiées, ces germes ne montrent plus de variation de la vis- 
cosité spécifique réduite avec la concentration en germes. Ceci 
revient a dire quwils obéissent 4 la loi d’Einstein et se comportent, 
par conséquent, comme des sphéres rigides non chargées. I! 
n’en est pas de méme pour le coli g R dont la pente reste 
constante en dépit des variations de force ionique. 


Quoi qu'il en soit, le comportement visqueux des bactéries R 
est bien celui de colloides hydrophobes et ceci est en parfait 
accord avec les résultats antérieurs [8, 4, 6}. 

Tout différent, par contre, est le comportement des germes 8, 
Pour ceux-ci, en effet, l’addition de petites quantités de cations 
ne fait pas disparaitre, pour autant, l’effet auto-électro-visqueux. 
comme on peut le voir sur les figures 6 et 7. On y remarque 
immédiatement que, pour abolir complétement cet effet, il faus 
atteindre la concentration de 0,2 M en Nat pour le F6S et que, 
méme A cette concentration élevée, il subsiste un léger effet électro- 
visqueux pour le coli @S. Ces faits sont une confirmation 
directe des expériences schématisées par la figure 2. Un effet 
électro-visqueux aussi tenace et aussi marqué ne peut étre 
attribué qu’A un colloide lyophile et le comportement visqueux 
des germes S, comme diailleurs l’absence de floculation de ces 
eermes en présence d’électrolytes [6] permet d’affirmer que 
les bactéries S étudiées se comportent bien comme des colloides 
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Fic. 4 et 6. — Abolition de l’effet électro-visqueux des bactéries R en présence 
d’électrolytes. En abscisses, concentration bactérienne en p. 100 de poids sec; en 
ordonnées, logarithme ys,/c. Explications : voir texte. 


Fic. 6 et 7. — Action des électrolytes sur l’effet électro-visqueux des bactéries S. 

Les coordonnées sont identiques 4 celles des figures 4 et 5. Pour la clarté du dessin, 

dans la figure 6, deux des courbes de viscosité ont été décalées d’une décade par 

rapport aux deux autres. Les fléches indiquent les points de suppression de l'effet 
électro-visqueux. Explications : voir texte. 


Fic. 6. 
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lyophiles. Or, on sait que les bactéries S différent des R par la 
présence, a leur surface, de certains antigénes particuliers, 
associés au caractere S. Comme I’écoulement visqueux et la 
floculation sont des propriétés essentiellement superficielles, ii 
est évidemment tentant d’assimiler les antigénes caractéristiques 
des formes S aux colloides lyophiles qui doivent se trouver 
a leur surface. Cette identité, bien que probable, ne repose tou- 
tefois sur aucun argument expérimental et ne peut étre retenue 
qu’d titre d’hypothése. C’est pourquoi, par la suite, nous nous 
bornerons 4 parler de molécules lyophiles présentes a la surface 
des germes S, sans chercher 4 préciser autrement leur nature 
physiologique. 

D’autre part, effet électro-visyueux d’un colloide lyophile 
sera d’autant plus prononcé et sa suppression s’étendra sur une 
gamme de concentrations salines d’autant plus grande que ce 
colloide sera constitué de chaines d’autant plus chargées_ et 
d’autant plus longues. 

Comme nous l’avons vu, l’effet électro-visqueux des germes S 
est tres prononcé et sa suppression s’étend sur une zone de 
concentrations ioniques large. Il est aussi intéressant de 
remarquer (fig. 6 et 7) que, lors de la suppression de l’effet auto- 
électro-visqueux des bactéries S, la pente de la partie linéaire 
de la courbe diminue progressivement avec l’augmentation de 
Ja concentration saline, contrairement & ce qui se passe pour 
les bactéries R. Enfin, comme nous l’avons déja signalé plus 
haut, la pente de Ja partie linéaire des courbes exprimant les 
variations de viscosité spécifique réduite en fonction de la 
concentration en germes est sensiblement plus marquée pour les 
bactéries S que pour les R correspondantes. Tout ceci revient 
a dire que les germes S se comportent comme des colloides 
hautement visqueux, c’est-a-dire comme ceux constitués de longues 
chaines chargées. 

L’étude viscosimétrique des suspensions de germes conduit done 
a la conclusion que la surface de ces germes porte des molécules 
fortement allongées, hydrophiles et chargées. Rappelons que le 
potentiel € des germes S est de l’ordre de 50 mV, soit environ 
quatre fois plus que celui de la molécule d’albumine. II s’agit done 
d'une valeur assez forte qui doit bien é@tre attribuée aux molécules 
superficielles, puisque le polentiel ¢ est, luicméme, une caracté- 
ristiique de surface. 

Cette interprétation du comportement des suspensions ds 
bactéries S, rejoignant les vues modernes de la physico-chimie 
des colloides (Overbeek et Bungenberg de Jong [48]), permet de 
rendre compte des phénoménes observés. En effet, aux faibles 
forces ioniques, les macromolécules linéaires sont fortement 
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étendues et provoquent une viscosité élevée, tandis qu’aux fortes 
concentrations salines, ces molécules se replient ou s’enroulent 
sur elles-mémes en expulsant une grande partie de leur eau 
dhydratation et la viscosilé décroit. Cette maniere d’interpréter 
les faits permet également de proposer un mécanisme satisfaisant 
de la fixation du phage H-SHPB(Ca) sur les bactéries R et S 
sensibles. 


Ill. — Mécanisme py LA FIXATION DU PHAGE H-SHPB(Ca) sur 
LES GERMES Ii ET S SENSIBLES. a) Germes R. — Les germes R 
se comportant d’une maniére parfaitement lyophobe, la théorie 
de fixation proposée précédemment par Dirkx et coll. '4], basée, 
elle-méme, sur la théorie de stabilité des colloides lyophobes de 
Verwey et Overbeek [7], reste valable. Le mécanisme peut en 
étre schématisé par les figures 8 et 9. 

Sur la figure 8, la force ionique est faible et la partie diffuse 
de la double couche est trés étendue. Les parties diffuses se 
repoussant mutuellement, elles ne sinterpénétrent pratiquement 
pas et le phage est maintenu éloigné, par répulsion électrique, 
de la surface bactérienne. Sur la figure 9, par contre, la concen- 
tration ionique est assez élevée pour provoquer une forte 
compression des doubles couches, ce qui permet au _ phage 
d’approcher suffisamment de la surface bactérienne pour donner 
a Vattraction de London-Van der Waals la prédominance sur la 
répulsion électrique et le bout de la queue du phage peut atteindre 


le récepteur spécifique situé a la surface de la bactérie. 


un modéle peut é¢tre présenté, rendant compte de la fixation 
du phage H-SHPB(Ca) sur F6S. 

Aux faibles forces ioniques (fig. 10), les macromolécules 
présentes 4 la surface des germes sont en état de compléte expan- 
sion. De ce fait, et indépendamment de Jl’interpénétration des 
doubles couches, le bout de la queue du phage reste maintenu 
suffisamment éloigné de la surface bactérienne pour que les 
forces de London-Van der Waals exercent une attraction négli- 
geable. Aux forces ioniques élevées, au contraire (fig. 11), ces 
molécules linéaires se sont effondrées sur elles-mémes, proba- 
blement en s’enroulant en hélices. Le phage peut donc s’appro- 
cher suffisamment de la surface bactérienne pour que l’attraction 
devienne prédominante et que la fixation puisse avoir leu. 
La figure 12 montre, 4 un plus fort grossissement, quel doit étre 
l’état de la surface bactérienne au moment ow la fixation devient 
possible. 

Si le modéle proposé est correct, il faut s’attendre a ce que 
la fixation du phage H-SHPB(Ca) sur I'6S se produise quand 


b) Germes S. — A la jumiére des expériences précédentes, 
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Fic. 9. 
Bre Sess (et sOse == Mecantente de fixation du phage H-SHPB(Ca) sur les germes R 
sensibles, dans différentes conditions joniques. — Fic, 8, faible force ionique. Les 


doubles couches, fortement étendues et ne s'interpénétrant pas, empéchent le bout 
de la queue du phage d’approcher du récepteur spécifique situé 4 la surface de la 
bactérie. — Fic, 9, force ionique élevée. La contraction des doubles couches 
permet au phage de s‘approcher suffisamment du récepteur pour que l’attraction 
de London-Van der Waals devienne prédominante sur la répulsion électrique. 
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Fic. 10 et 11. — Mécanisme de fixation du phage H-SHPB(Ca) sur les bactéries § 
sensibles. — Fic. 10, faible force ionique. Les macromolécules superficielles, en 
était d’extension A cause de la faible force ionique, maintiennent le bout de la 
queue du phage éloigné de la surface bactérienne proprement dite. — Fic. 11, force 
ionique élevyée. Sous l’influence de I’élévation de la force ionique, les macromolécules 
sx sont contractées (elles sont supposées ici enroulées en hélice), Cette contraction 
permet au phage de s’approcher suffisamment de la surface bactérienne pour que 
Vatiraction de London-Van der Waals devienne prédominante. 
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la contraction des macromolécules superficielles est praliquement 
compléte. Rappelons, a ce sujet, les résultats obtenus anté- 
rieurement par Beumer et coll. [2], qui ont montré que Ja fixation 
du phage sur F6S atteint précisément son optimum pour des 
concentrations de 1 M en Nat et environ 0,1 M en Cat+. On 
voit immédiatement sur la figure 2 que ces concentrations catio- 
niques correspondent a Vabolition quasi totale de l’effet électro- 
visqueux, donc & une contraction pratiquement compléte des 
macromolécules superficielles. Rappelons aussi que la fixation 
sur les germes R, en accord avec ce quia été dit plus haut, se fait 


Fic. 12. — Détail montrant dans quel état doit se trouver la surface d’une bactérie S 
aux fortes concentrations ioniques. 


a des concentrations cationiques beaucoup moins élevées (4.10—* M 
pour Na + et 2.10-* M pour Catt). 

Signalons enfin, dés a présent, une variante possible du méca- 
nisme de fixation sur les bactéries S. Il se pourrait que le récep- 
teur du page H-SHPB(Ca) pour F6S soit identique 4 Vantigéne 
glucido-lipidique de Boivin et coll. [49], ainsi que l’ont trouvé 
Goebel et coll. (20, 24, 22} pour Shigella sonnei. Dans ce cas. 
et sil y a identité entre cet antigéne et les macromolécules super- 
ficielles, le role des ions ne serait pas seulement de provoquer 
la contraction des macromolécules, mais aussi de créer, grace 
a cette contraction, un état fixé stable dont la configuration 
spatiale correspondrait 4 la géométrie particuliére des groupe- 
ments actifs distribués a la surface du bout de la queue du 
phage et responsable de la fixation. Cette hypothése, pour sédut- 
sante qu’elle soit, demande évidemment une solide confirmation 
expérimentale. 

Le mécanisme proposé pour expliquer la fixation du phage 
H-SHPB(Ca) sur F6S permet également de comprendre, dans 
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une certaine mesure, pourquoi le phage fixé sur F6S, en absence 
@ions Ca++, demeure neutralisable par le sérum anti-phage, 
comme l’ont montré Beumer et Beumer-Jochmans [23]. Un travail 
recent de Beumer-Jochmans et coll. [24] a montré que ce phéno- 
mene élait di a un ralentissement de la pénétration du phage 
dans la bactérie hdte, spécifiquement supprimé par des traces 
de Ca++, insuffisantes a elles seules A permettre la fixation. 
Ce fait est interprété dans le sens d’une digestion enzymatique 
dont le calcium serait le co-facteur spécifique. La présence de 
macromolécules, a la surfaca des bactéries S, permet de préciser 
quelque peu le sens de cetle digestion puisque, pour que la 
pénétration de l’acide désoxyribonucléique du phage dans la 
bactérie ait heu, il faut, semble-t-il, que soit réalisée une certaine 
dénaturation de la structure physico-chimique de la surface 
bactérienne. Cette dénaturation doit étre d’autant plus lente 
que la surface bactérienne est elle-méme plus complexe. On 
concoit done assez bien que la présence de macromolécules a la 
surface des bactéries S ralentisse la pénétration chez ces germes 
et que, au cours de celle-ci, intervienne une étape, inexistante 
chez les R, a savoir : la digestion de ces macromolécules. 


IV. — CompaRAISON DES MACROMOLECULES SUPERFICIELLES ET 
DES « FIMBRIAE ». — En 1954, Brinton et coll. [40] décrivaient 
une souche d’Escherichia coli révélant, au microscope électro- 
nique, l’existence de nombreux filaments superficiels. Ultérieure- 
ment, Duguid et coll. {44, 412] et Gillies et Duguid [43] repre- 
naient étude systématique des filaments découverts par Brinton 
et les mettaient en évidence chez un grand nombre de souches 
dE. coli et de Shigella flexneri. Duguid et coll. proposaient 
la dénomination de « fimbriae » pour ces filaments et montraient 
que leur présence dépendait, dans une large mesure, des condi- 
tions de culture et pouvait étre décelée & la fois par la micro- 
scopie électronique et par le fait que les germes porteurs de 
ces « fimbriae » agglutinent les globules rouges de nombreuses 
espéces animales. 

On peut done se demander s’il n’y a pas identité entre les 
macromolécules décelées par viscosimétrie a la surface des bacté- 
ries S et les « fimbriae » de Duguid. 

Pour nous en rendre compte, nous avons tout d’abord cultivé 
nos germes dans les conditions décrites par Duguid et coll. 
comme favorables A la production de « fimbriae », puis dans 
des conditions identiques a celles des cultures utilisées pour les 
mesures viscosimétriques. Aprés concentration de ces deux types 
de culture, nous avons testé leur pouvoir hémagglutinant vis- 
j-vis de globules rouges de cheval lavés 4 3 p. 100 dans Peau 
physiologique. 
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Les résultats sont les suivants : dans des conditions favorables 
a la production des « fimbriae », on observe le phénomene 
d’hémagglutination chez les souches RS et F6S. Lorsque les 
bactéries sont cultivées dans des conditions identiques a celles 
employées pour l’obtention des germes servant aux mesures de 
viscosité, aucune des quatre souches ne présente de propriétés 
hémagglutinantes. On peut en conclure que : 

1° La présence de « fimbriae » ne dépend pas du caractére R 
ou S, ainsi que l’avait déja signalé Duguid, contrairement aux 
effets visqueux spécifiques présentés par ces types. 

2° Dans les conditions de culture utilisées pour les mesures 
viscosimétriques, il n’y a pas production de ces « fimbriae ». 

Signalons, d’ailleurs, que des mesures de viscosité effectuées 
sur des suspensions obtenues 4 partir de cultures aérées nous 
ont donné des résultats aberrants, probablement dus a la pro- 
duction de « fimbriae ». Nous avons également soumis a des 
mesures de viscosité une souche de coli g S fimbriée et observé 
un accroissement de viscosité hors de proportion avec les effets 
signalés dans le présent travail. Dans ce cas, la viscosité de la 
souche fimbriée était quatre fois plus élevée que celle de la 
souche R correspondante, différence jamais observée auparavant. 
Remarquons que cette derniére expérience confirme |’interpré- 
tation donnée plus haut pour expliquer le comportement des 
souches S. En effet, les « fimbriae » ne sont rien d’autre que 
des macromolécules linéaires superficielles, mais ce sont des 
macromolécules énormes puisque leur longueur moyenne est de 
Vordre de 0,4 w et que certaines d’entre elles peuvent méme 
atleindre 2 uw. Les effets visqueux observés, associés A leur pré- 
sence, sont de méme nature mais quantitativement plus importants 
que ceux signalés pour nos souches S. 

Nous pensons done pouvoir conclure que le comportement 
viscosimétrique des suspensions de bactéries S permet, d'une 
part, d’expliquer d’une maniére  satisfaisante les conditions 
cationiques anormalement élevées qui doivent régner dans le 
milicu de suspension pour que puisse avoir lieu la fixation du 
phage sur ces germes, et, d’autre part, de préciser la 
nature de la  barriére mécanique proposée antérieurement 
par Dirkx et coll. [4]. 


RESUME. 


Des suspensions d’Entérobactériacées R et S ont été soumises 
4 des mesures de viscosité dans différentes conditions. Ces 
mesures permettent d’établir un critére expérimental différen- 
ciant la floculation primaire de la floculation secondaire des 
germes R. 
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D’autre part, les résultats relatifs aux bactéries S conduisent 
a admettre, a la surface de ces germes, |’existence de macromolé- 
cules hydrophiles chargées. Ces macromolécules seraient respon- 
sables des exigences cationiques élevées lors de la fixation du 
phage sur les germes S. 

Un modéle rendant compte de la fixation du phage sur les 
bactéries R et S est présenté, en accord avec les résultats du 
présent travail et d’autres résultats antérieurs. 


SUMMARY 


RELATIONSHIPS BETWEEN THE FIXATION OF A PHAGE AND THE 
PHYSICO-CHEMICAL STATE OF THE BACTERIAL SURFACE. 


Viscosimetric measurements were performed on bacterial sus- 
pensions of the enteric group in various conditions. It was 
demonstrated that the flow properties of such suspensions permit 
an objective differentiation between the flocculation in the secon- 
dary or in the primary minimum as previously described for the 
R-type bacteria. 

For the S-type, on the other hand, the viscous behaviour of 
the suspensions demonstrates the presence, at the surface of these 
bacteria, of charged macromolecules of the hydrophilic type. 
The unusual requirement of large amounts of cations for the 
fixation of phage on such germs may be ascribed to the particular 
properties of these macromolecules. 

A model is presented, describing the mechanism of phage adsorp- 
tion on the bacteria of the two types, in accordance with the present 
results and previous observations. 
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LEFFET DU LYSOZYME SUR L’ANTIGENE SOMATIQUE 
D’EBERTHELLA TYPHI 


par L. COLOBERT et M¥° P. SERVANT (). 


(Section Technique de Recherches et d’ Etudes 
des Services de Santé des Armées, 
108, boulevard Pinel, Lyon.) 


Le lysozyme d’ceuf de poule se montre capable de détruire 
la paroi ectoplasmique des salmonelles 4 condition que ces der- 
niéres aient subi un trailement sensibilisant préalable. Celui-ci 
peut étre constitué par un chauffage ménagé, un contact avec le 
sel de sodium de l’acide éthyléne diamine tétracétique (EDTA) 
ou un détergent [3, 4}; tous traitements qui ont pour effet de 
délipider partiellement les bactéries. Nous réunissons dans ce 
mémoire des observation qui apportent la preuve que le lysozyme 
modifie l’antigene somatique d’Eberthella typhi. 


I]. — TECHNIQUE ET METHODES. 


Les souches utilisées sont, d’une part, la souche 0-901 et d’autre 
part la souche TY2 d’ Eberthella typhi, cette derniére ayant servi % 
préparer Vantigéne Vi. Les conditions de culture sont les suivantes 
ensemencement en boites de Roux sur gélose peptonée (25 g par litre 
de peptone pancréatique de marque Prolabo ; le pH est ajusté a 7,2). 
Culture vingt heures 4 37°. Récolte par mise en suspension dans une 
solution de chlorure de sodium a 9 g p- 1000 (soluté salin). Centrifu- 
gation. Aprés un lavage dans le soluté salin, on remet le culot en 
suspension dans celui-ci 4 raison de 20 cm* par boite de Roux. 

Le lysozyme utilisé est le lysozyme d’ceuf de poule, deux fois cristal- 
lisé, de marque Armour (1). 

Pour sensibiliser les bactéries par le moyen du chauffage, on répartit 
la suspension bactérienne provenant de la récolte en ampoules scellées 
de 20 cm? Celles-ci sont immergées dans de l'eau bouillante oti elles 
sont maintenues dix minutes, puis elles sont rapidement refroidies 
dans de l’eau courante. Cette suspension est dite « suspension de 
bactéries chauffées ». 

Pour obtenir la lyse des bactéries en présence d’EDTA, on opére de 
Ia facon suivante : les bactéries lavées 4 Veau distillées sont remises en 


(*) Manuscrit recu le 10 juin 1959. 
(1) Armour Lab., Fob Kankakee, Illinois, U.S.A. 
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suspension dans une solution tampon de trihydroxyméthylamino- 
méthane M/20 de pH 8,5 (tampon tris). L’opacité de la suspension est 
ajustée A la densité optique de 0,800. A 2,4 cm? de cette suspension, 
on ajoute 0,3 cm d’une solution de 80 mg d’EDTA dans 30 cm* de 
tampon tris, puis 0,3 cm? d’une solution dans le méme tampon de 
lysozyme ayant la concentration de 150 yg/cm*. A la température du 
laboratoire la lyse totale est obtenue en trente minutes environ. Le 
milieu conserve encore une opacité élevée du fait de la libération de 
lipides insolubles. 

L’antigéne glucidolipidique soluble a été préparé par la méthode de 
Boivin a acide trichloracétique [4], et par la méthode de Servant [44], 
gui a l’avantage de permettre d’extraire la totalité des polysaccharides 
contenus dans la paroi bactérienne. 

Pour Vinhibition de agglutination et de l’hémagglutination, les 
solutions d’antigéne suivantes ont été utilisées 


Antigéne IT. — A 2,4 cm? d’une solution d’antigéne préparé suivant 
Boivin ou suivant Servant selon le cas, ayant la concentration de 2 mg 
par centimétre cube de tampon phosphate M/15, pH 7,2, on ajoute 
0,6 cm? d’une solution dans le méme tampon de lysozyme 4 75 pg/cm*. 
Le mélange est abandonné une heure ’ la température du laboratoire 


avant Vemploi. 


Antigéne II. — A 2,4 cm? de la méme solution d’antigéne préalable- 
ment chauffée par immersion dix minutes dans l'eau bouillante, on 
ajoute le lysozyme comme dans le cas précédent. On abandonne une 


y 


eure 4 la température du laboratoire avant Vemploi. 


Antigéne IIT, — Identique a l’antigéne I, mais aux lieu et place du 
lysozyme, on ajoute 0,6 cm* de tampon. 


Antigéne IV. — Identique & l’antigéne Il chauffé, mais la solution 
de lysozyme est remplacée par le méme volume de tampon. 

Le s¢érum utilisé est du sérum de lapin préparé avec la souche 0-901, 
agglutinant au 1/1000. La suspension de bacilles 0-901 destinée a ta 
réaction d’agglutination O est préparée selon le procédé classique par 
addition d’éthanol 4 96° [6]. Le titre de travail est de 500 millions de 
germes par centimétre cube. 

La réaction d’inhibition a été réalisée de la maniére suivante 

Dans une série de tubes & hémolyse, on distribue un volume fixe 
d'une dilution de sérum (1/30) choisie de telle maniére que la limite 
de l’agglutination se situe vers le milieu de la galerie de tubes ; la 
réaction est alors trés sensible. On ajoute un volume variable de solution 
dantigéne (antigéne I, II, HI, ou IV suivant le cas). On complete avec 
Je soluté salin pour amener 4 un volume constant et on incube trente 
minutes & 37°. On ajoute alors un volume égal des suspensions de 
bactéries alcoolisées et on lit lagglutination de type O, apres dix- 
huit heures A 52° (tableau I). 

Le principe de la réaction d’inhibition de ’hémagglutination est le 
méme que celui de la réaction précédente, mais le titrage du sérum 
se fait par la détermination du taux limite de dilution capable d’agglu- 
liner des hématies de mouton sensibilisées par adsorption du polyoside 
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spécifique extrait de la souche 0-901 par hydrolyse alcaline des bac- 
téries [42]. On a également étudié la réaction en utilisant des hématies 
sensibilisées par l’antigéne Vi préparé a partir de la souche TY2 
dEberthella typhi et un sérum de lapin anti-Vi obtenu par injection 
de Salmonella ballerup. La technique est homologue de la précédente. 
La mesure du pouvoir immunogéne a été réalisée par l’épreuve de 
protection active sur la souris. Présumée étre une mesure de la totalité 
des composants protecteurs [9], elle compare la résistance d’animaux 
témoins et d’animaux yaccinés, A une infection expérimentale déterminée 
par inoculation d’un germe pathogéne de méme espéce. Elle permet, 
d’aprés Felix [7], d’éliminer les vaccins de faible valeur avant d’étre 
complétée par le test beaucoup plus sensible de séro-protection sur 
embryon de poulet [8] qui sépare le pouvoir antivirulence du pouvoir 
antitoxique. Or ce dernier est seul en cause dans cette expérience. 


Tasceau TI. — Réaction d’inhibition de l’agglutination (les volumes 
sont exprimés en cm). 


Réaction 14moin 


aqalut. 


Sérum au 1/30 


Antigéne soluble 


Soluté salin 


Suspension 
bactérienne 


Concentration 
relative en 
antigéne 


La méthode employée est celle de la mesure statistique de virulence et 
dimmunité [5]. Elle consiste 4 déterminer les droites représentatives 
de la variation des probits des pourcentages cumulés de mortalité en 
fonction du logarithme du nombre de bactéries injectées. Les animaux 
ont été préparés par injection de doses vaccinales constantes et ont 
recu des doses d’épreuve variables ; dans ce cas le rapport r des doses 
létales 50 p. 100 déterminées simultanément chez les animaux témoins, 
donne l’indice d’immunité [5]. Si 7 est supérieur a fr (facteur des 
limites de confiance de ce rapport), les deux réponses seront significa- 
tivement différentes ; dans le cas contraire on devra les considérer 
comme pratiquement égales. 

Des souris blanches de 16 4 18 g provenant d’un méme élevage, sexes 
mélangés, réparties en lots homogénes ont recu par voie sous-cutanée 
2 injections & sept jours d’intervalle de 0,5 cm* d’une suspension de 
bactéries titrant 5.108/cm3. Lorsque les surnageants aprés centrifugation 
ont été utilisés comme antigénes, les quantités injectées ont été calcu- 
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lées de telle maniére qu’elles correspondent exactement au volume de 
surnageant correspondant & ce nombre de bactéries dans le milieu 
primitif ; de cette maniére les effets obtenus dans _ tous les cas sont 
quantitativement comparables entre eux. 

L’épreuve de résistance a été réalisée par détermination de la DL50 
quatorze jours apres la 2° injection, & l’aide d’une culture de dix-huit 
heures de la souche homologue 0-901 suspendue dans une solution de 
mucine & 5 p. 100 et injectées par voie intrapéritonéale. Cette méthode 
a permis de faire tomber la DL50 pour les animaux non vaccinés a 16.10° 
bactéries. De nombreux auteurs, et notamment Felix [7], ont vivement 
critiqué Vemploi de la mucine pour la détermination de la valeur des 
vaccins, qui ne permet pas de mettre en évidence le gain obtenu par la 
présence de l’antigéne Vi ; dans le cas présent cette critique tombe du 
fait que la souche bactérienne utilisée ne contient pas d’intigéne Vi. 


Il. — R&suLTATS EXPERIMENTAUX. 


1° DéMoNSTRATION in vilro D'UNE ALTERATION DE L’ANTIGENE 
SOMATIQUE SOUS L’EFFET DU LysozYME. — La microscopie électro- 
nique permet de constater que le lysozyme détruit la parol 
ectoplasmique des bactéries préalablement traitées par un chauf- 
fage ménagé mais suffisant pour coaguler le protoplasme, alors 
qu’aucune modification morphologique n’est constatée chez les 
bactéries non chauffées [4]. S’il en est ainsi, on peut s’attendre 
aé ce qu'un sérum spécifique agglutinant les bactéries normales 
se montre inefficace dans ce dernier cas. C’est en effet ce qu’a 
permis de constater l’expérience suivante. 


La suspension bactérienne chauffée normalisée est centrifugée ; le 
culot est remis en suspension en tampon phosphate M/15 de pH 7,2. 
L’opacité de la suspension est ajustée 4 la densité optique 0,800. On 
divise la suspension en deux fractions égales, lune (fraction IT) ne subira 
pas laction du lysozyme, autre (fraction II) y sera soumise. On ajoute 
a cette derniére le 1/5 de son volume d’une solution de lysozyme dans 
le tampon en contenant 75 pg/cm’. Le mélange est maintenu A 26° 
pendant une heure, puis centrifugé. On conserve le surnagant (II-s) ; le 
culot (II-c) lavé dans le soluté salin 4 9 g p. 1 000 est remis en suspension 
dans celui-ci de maniére 4 rétablir le volume. On traite parallélement 
de la méme maniére la fraction I, mais la solution de lysozyme est 
simplement remplacée par du tampon ; on obtient ainsi le surnageant 
I-s et le culot I-c. 


Les bactéries contenues dans le culot H-c se montrent inagglu- 
tinables par un sérum_ spécifique préparé chez le lapin par 
injeciion de bactéries chauffées de la souche 0-901, alors que 
celles contenues dans le culot Ie sont agelutinables au 1/1000 


de méme que les bactéries normales ou les bactéries chauffées 
non traitées par le lysozyme, Ces résultats sont confirmés par 
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le fait que les bactéries du culot H-c ne contiennent, par rapport 
aux bactéries du culot témoin I-c, qu’environ 1/10 de Vantigéne 
glucido-lpidique extractible par la méthode de Boivin. 

Les techniques d’inhibition de lagglutination des bactéries et 
d’hématies sensibilisées permettent de mettre en évidence ta 
transformation sous l’effet du lysozyme de Vantigene somatique 
soluble extrait des bactéries ; en effet, dans ce cas, le pouvoir 
inhibiteur est fortement diminué. Les résultats de lV’inhibition de 
agglutination des bactéries sont présentés dans le tableau II. 


Tascrau If. — Inhibition de l’agglutination des bactéries formolées, 
par l’antigéne somatique préparé suivant Servant, chauffé ou non, 
traité ou non par le lysozyme (V. tableau I). 


Concentration relative 
en 
antiaéne 


Antigene I (cf § I) 


Antigéne II 
Antigéne III 


Antigéne IV 


Ceux de J inhibition de Vhémagglutination sont exactement 
paralléles. Il apparait done que le lysozyme diminue le pouvoir 
inhibiteur de l’antigene somatique méme si celui-ci n’a pas été 
chauffé ; cependant aprés ce traitement, la destruction devient 
presque totale ; il en est de méme, si au lieu de chauffer, on 
opere en présence d’EDTA ; en revanche, l’antigéne Vi ne paraii 
nullement modifié. 


2° DEMONSTRATION In UilVUO D'UNE ALTERATION DE L’ ANTIGENS 
SOUS L’ACTION NU LysozyME. — La comparaison du pouvoir immu- 
nogéne des bactéries trailées ou non par le lysozyme, de méme 
que celui des produits de dégradation solubles libérés sous l’effet 
du lysozyme, peut permettre non seulement de mettre en évidence 
une modification de l’antigéne, mais encore d’apprécier le degré 
de dégradation obtenu. Une premiére série d’expériences a 
porté sur des bactéries chauffées ou non, traitées ou non par 
le lysozyme : 


Des bactéries récoltées aprés vingt heures de développement a 37° sur 
gélose nutritive sont mises en suspension apres lavage dans du tampon 
phosphate M/15 pH 7,2. Une premiére fraction (A) est chauffée dans 
les conditions normalisées, une autre fraction (B) ne subit pas de 
traitement ; puis l'une et l’autre sont ajustées A la densité optique 
de 0,800. Chacune des fractions est alors divisée en deux (fractions A,, 


A,, B,, B,). Les fractions A, et B, sont additionnées pour le 1/5 de 


POURCENTAGE DE MORTALITE 


= 


NUP HOO 
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leur volume d’une solution de lysozyme dans le tampon ayant la 
concentration de 75 yg/cm*. Aprés incubation d’une heure a 26°, on 
centrifuge. Les culots (A,-c et B,-c) sont conservés de méme que les 
surnageants (A,-s et B, a) qui Sem filtrés sur membrane de cellulose 
afin de les débarrasser totalement des corps bactériens. Les fractions 
A, et B, sont traitées parallélement de la méme maniére, mais on 
ajoute simplement du tampon & la place de la ae de lysozyme ; 


on aboutit donc aux fractions A,- ce AG Ss BL -C, B,- 


Axo? 4x 408 te Aot 


DISKS Ms pOeUs (Caw ta) 


Fic. 1. — Détermination de la DL50 chez des souris ayant été vaccinées par des 

produits divers provenant de bactéries traitées par le lysozyme aprés chauffage 

ménagé ; en abcisses, logarithme du nombre de bactéries injectées lors de l’épreuve 

de mortaliié; en ordonnées, probits des pourcentages cumulés de mortalité; 

Jes chiffres 1, 2, 3, 5, 6 et 7 correspondent respectivement aux désignations A,c, 

A,c, A,s, B,c, B,c et B,s dans le texte ; T désigne Jes témoins n’ayant recu aucun 
traitement préalablement 4 l’épreuve de mortalité. 


Valeur calculée des paramétres 


Gourbe 17 D160 = 63010 § 2150 b= Oye Gpeies 
Courhe 2+: D150 = 560.108 $2137 Ea0,6° fei or 
Courbe“3.: Dio0) = 160:108 (Ss "35" We ScO7e> iw 24 
Courbe 5 : DLSO = 400.106 S=1,41 E=0,56 fD = 1,20 
Courbe 6 : DL50 = 480.106 S=1,36 E=0,80 {D = 1,26 
Courbe: 7: DESO = 280-104ie4Si= d$l Bi. 069.8 et oe 
Courbe T: DL50 = 16.10 $=144 E=0,5 4 = 1,98 


Les 8 échantillons obtenus sont alors lyophilisés et les correspon- 
dances de volumes 4 volumes sont repérées de telle maniére que l’on 
sache injecter aux animaux des quantités de culots et de surnageants 
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équivalentes entre elles. On dispose donc finalement des fractions 
suivantes 

A;-c: culot des bactéries non chauffées, non traitées par le lyso- 
zyme (2). 

A,-s : surnageant des bactéries non chauffées, non traitées par le 
lysozyme. 

A,-c : culot des bactéries non chauffées, traitées par le lysozyme. 
A,-S : surnageant des bactéries non chauffées, traitées par le lysozyme. 
B,-c : culot des bactéries chauffées, traitées par le lysozyme. 

B,-s : surnageant des bactéries chauffées, non traitées par le lysozyme. 
B,-c : culot des bactéries chauffées, traitées par le lysozyme. 
B,-s : surnageant des bactéries chauffées, traitées par le lysozyme. 


Tasieau Il. 


Lag lot vacciné 


lot témoin 


animaux 
non 
préparés 


Les résultats obtenus sur la souris sont présentés dans la 
figure 1. On observe tout d’abord que les droites « logarithmes 
des doses-probits des réponses » ont des pentes sensiblement 
paralléles, ce qui traduit Vhomogénéité de la dispersion des 
sensibilités individuelles dans les groupes d’animaux étudiés ct 
justifie les comparaisons entre les groupes. Celles-ci font appa- 
raitre que toutes les fractions développent une protection chez 
Ja souris : en effet, les indices d’immunilé r sont tous nettement 
supérieurs a fr (tableau III) [2]; on voit d’ailleurs directement 
sur la figure 1 par lV’examen des limites de confiance, que ‘e 
taux de protection oblenu est nettement significatif. 

Ainsi, contrairement a ce que lon pouvait allendre, les 


(2) Le taux de survie des bactéries lyophilisées dans ces conditions 
est extrémement faible (0,03 p. 100) ; la lyophilisation est en effet pra- 
tiquée en eau distillée, sans adjonction d’aucune substance protectrice. 
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bactéries chauffées traitées par le lysozyme (B,-c) ne présentent 
pas de diminution nette du pouvoir immunogéene par rapport 
aux trois témoins A,-c, A,-c, B,-c pour lesquels ce dermier 
demeure égal. D’autre part, le surnageant des bactéries non 
chauffées mais traitées par le lysozyme (A,-s) et celui des bactéries 
chauffées mais traitées par le lysozyme (B.-s) possédent un 
pouvoir immunogéne marqué quoiqu’inférieur a celui des culots 
bactériens, mais la différence significative observée entre eux 
(r = 1,75 fr = 1,3) permet d’affirmer que Vaction du lysozyme 


POURCENTAGE DE MORTALITE 


4x4o? ac4o® 4x40? 


DOSE DE TOXIQUE (EN Loe.) 


hic. 2, — Détermination de la DL50 chez des souris ayant été vaccinées par des 
produits divers provenant de bactéries traitées par VEDTA ; mémes conventions qué 
peur la figure 1 : les chiffres 1, 2, 3 et 4 correspondent respectivement aux dési- 
gnations A,c, B,c, Bc et B,s dans le texte. 
Valeurs calculées des paramétres : 

Courbe 1 : DL50 = 360.106 S=1 

Courbe 2 ; DL50 = 400.106 S = 1,36 

Courbe 3: DLO = 24.106 S = 1 
Courbe 4 : DL50 = 370.106 s = 1 
Courbe T: DL50 = 16.106 § 


apres chauffage a pour effet de libérer dans le surnageant une 
quantité supplémentaire d’antigéne. Le pouvoir immunogéne 
de Ass nest pas lié 4 la présence du lysozyme car les (cious 
A,-s et By-s le manifestent au méme degré ; on sait qu une certaine 
quantité de polyosides passe toujours en solution, soit qu’ elle 
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soit fixée plus superficicllement sur les bactéries, soit quelle pro- 
vienne de bactéries sénescentes plus facilement lysables |413}. 

I] nya pas contradiction entre le fait que le culot B,-c conserve 
une pleine capacilé immunogéne et que le surnageant corres- 
pondant B,-s contienne cependant une quantité d’antigene suffisante 
pour conférer une immunité marquée a la souris : en effet, la 
quantité dantigéne totale impliquée dans la vaccination de chaque 
souris est trés élevée et certainement supérieure a celle nécessaire 
pour provoquer une réponse immunogéne maxima. 


Tasirau IV. 


lot vacciné 
Produit 


injecté 5 lot témoin 


Témoins 
non 
oréparés 


Dans une seconde série d’expériences, on a étudié l’effet du 
lysozyme en présence d’EDTA. Le protocole expérimental étant 
Vhomologue du précédent, on dispose finalement des fractions 
sutvantes : 


A,-c : culot des bactéries n’ayant subi ni laction du lysozyme, ni 
celle de | EDTA. 
B.-c : culot des bactéries ayant subi le traitement par 1 EDTA mais 


non celui du lysozyme. 
B,-c : culot obtenu aprés une action du lysozyme en présence d’EDTA. 
B,-s : surnageant de B,-c. 


Les résultats sont groupés dans la figure 2 et le tableau IV. Pour 
les mémes raisons que précédemment, il ressort tout d’abord que 
lorsque leffet protecteur est obtenu, ce dernier est du méme ordre 
de grandeur que celui de la premicre série d’expériences. D’autre 
part, cette protection obtenue dans le cas des produits A,-c,Byc, 
B.-s est significative et se montre identique dans les trois cas. 
comme le montre l’examen des limites de confiance respectives. 
Enfin maleré une certaine imprécision due a la toxicité du pro- 
duit B.-c (mort de 18 souris sur 30), il est manifeslte que ce der- 
nier ne posséde aucun pouvoir protecteur. En résumé, il résulte 
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que la lyse des bactéries par le lysozyme fait passer en solution 
la totalité du pouvoir immunogéne ; la fraction insoluble et 
toxique que |’analyse montre constituée essentiellement de lipides, 
est sans pouvoir antigénique. 


Ill. — Discusston. 


Les résultats confirment donc l’hypothése d’une transformation 
de l’antigeéne somatique d’Eberthella typhi sous Vaction du lyso- 
zyme, lorsque ce dernier agit en présence d’EDTA ou aprés que 
les bactéries ont subi un traitement par la chaleur, Dans ce 
dernier cas, les corps bactériens qui persistent (protoplastes 
coagulés) ont perdu la propriété de s’agglutiner en présence 
d’un immunsérum préparé avec la méme souche bactérienne, et 
la quantité d’antigéne glucidolipidique extractible par la méthode 
de Boivin est tellement faible par rapport a celie obtenue a partir 
des bactéries chauffées mais non traitées par le lysozyme, que 
maleré le défaut de fidélité quantitative de cette méthode [44, 412], 
on peut y voir la preuve de la disparition de J’antigéne somatique 
dans les bactéries. Le lysozyme se montre capable d’altérer 
également l’antigéne soluble, qui perd l’essentiel de sa capacité 
de saturer les sérums spécifiques, surtout s'il a été traité au 
préalable par EDTA en tampon tris ou s’il a été chauffé. En 
revanche lVantigéne Vi ne parait pas modifié. Les résultats 
obtenus in vivo sont en accord avec les précédents : le lysozyme 
altére la paroi ectoplasmique en faisant passer en solution partie 
ou totalité de l’antigéne immunogéne des bactéries traitées par 
EDTA ou par chauffage. Le fait que les surnageants 
apres lTaction du lysozyme sur les bactéries  sensibilisées 
témoignent d’un pouvoir immunogéne élevé, permet de se 
demander si d’une maniére analogue a ce que Salton a observé 
sur Micrococcus lysodeikticus [40], le lysozyme n’hydrolyserait 
dans son substrat qu’un petit nombre de liaisons, les produits 
de dégradation de l’antigéne conservant une assez grosse taille 
pour demeurer antigéniques. Puisque les surnageants immuno- 
génes obtenus apres action du lysozyme sont dépourvus de toxicité, 
on peut supposer, sans exclure |’éventualité d’autres hydrolyses 
portant sur les motifs antigéniques glucidiques, qu’il s’est établi 
une rupture de la molécule glucidolipidoprotéique telle que la 
présente Westphal {44, 45], entre la fraction polysaccharidique 
et le hipide A. Dans cette hypothése, le traitement par la chaleur, 
YEDTA ou un détergent {4}, aurait pour effet d’arracher le 
lipide B qui n’est pas hé par des liaisons covalentes dans la paroi 
bactérienne, démasquant ainsi des laisons hydrolysables situées 
notamment a la jonction du motif antigénique polysaccharidique 


et du lipide A. Des travaux sont actuellement en cours pour 
verifier cette hypothése. 
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IV. — Concuusions. 


_Un ensemble d’arguments immunologiques découlant d’expé- 
riences réalisées in vivo et in vitro, permet d’alfirmer que le 
lysozyme modifie l’antigéne somatique d’Eberthella typhi, aprés 
que celui-ci a été traité par lacide éthylénediaminetétracétique 
ou quil a subi un chauffage préalable. La persistance du pouvoir 
immunogéne fait penser que l’hydrolyse enzymatique n/’atteint 
qu’un pelit nombre de liaisons. 


SUMMARY 


THE EFFECT OF LysozYME oN Eberthella typhi somatic ANTIGEN. 


The immunological findings of in vivo and in vitro experiments 
show that lysozyme alters E. typhi somatic antigen when this 
antigen as been treated by ethylendiamintetracetic acid or has 
been heated. 

The immunogenic capacity is not destroyed, and this result 
suggests that enzymic hydrolysis only affects a small number 
of bonds. 
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HEMAGGLUTINATION DES HEMATIES DE SINGE 
ET HEPATITE INFECTIEUSE 


par L. COLOBERT, P. MAITRE et A. DUFFRENE (*). 


(Laboratoire de Bactériologie 
de la Section Technique de Recherches et d’Etudes 
des Services de Santé des Armées, et Service des Contagieux 
de ['Hépital Militaire d’Instruction Desgenettes, 
108, boulevard Pinel, Lyon.) 


En 1956, Hoyt et Morrisson '8] ont montré que le sérum des 
malades atteints d’hépatite infectieuse agglutinait les hématies 
de macaque (Macacus rhesus). Ils ont confirmé leurs résultais 
en 1957; pour eux, la réaction serait spécifique quand le titre 
est égal ou supérieur a 1/16. Aprés avoir simplifié et rendu plus 
sensible la technique utilisée par ces auteurs, nous avons cherché 
i vérifier ces observations en Vappliquant, d’une part chez des 
sujets atteints dictére infectieux (hépatite infectieuse épidé 
mique), et d’autre part chez des sujets normaux ou_atteints 
d’affections hépatiques diverses. 


TECHNIQUES, 


La technique d’hémagglutination utilisée par Morrisson et 
Hoyt [44] est la suivante. 


Les sérums étudiés sont chauffés & 56° pendant trente minutes et 
on réalise des dilutions en progression géométrique décroissante de 
raison 2 avec une solution de chlorure de sodium a 9 p. 1000. On 
mélange a parties égales ces dilutions avec une suspension d’hématies 
de macaque A 2 p. 100. Aprés une incubation d’une heure & 37° au 
bain-marie, on centrifuge pendant deux minutes A 500 t/m. Pour 
lire la réaction, on remet le culot en suspension A Vaide de chique- 
naudes ; lorsque les hématies sont agglutinées elles se détachent en 
amas plus ou moins gros; on détermine quelle est la dilution du 
sérum la plus élevée permettant d’observer ce phénoméne ; ce titre 
du pouvoir hémagglutinant est alors exprimé par cette dilution limite. 


C’est cette technique que nous avons tout d’abord suivie. Par 
la suite certains éléments de la réaction furent modifiés. 


(*) Manuscrit regu le 25 juin 1959. 
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Il est difficile de se procurer du sang de macaque ; aussi nous 
avons recherché s’il était possible d’employer comme réactif les 
globules rouges de cynocéphale (Cynocephalus babuin), espeéce 
utilisée dans les centres de production de vaccin antipolio- 
myélitique (1). Deux séries de titrages ont été effectuées paralle- 
lement sur une centaine de malades, en faisant appel, pour l’une 
a des hématies de macaque, et pour l’autre & des hématies de 
cynocéphale. Il est apparu que ces derniéres s’agglutinaient dans 
les mémes conditions que les premiéres et constituaient en outre 
un réactif plus sensible, puisque la limite de lagglutinabilité 
se trouve décalée d’un tube dans le sens des plus grandes 
dilutions. C’est pourquoi, trés vite, nous n’avons utilisé que des 
hématies de cynocéphale. Primitivement Je sang de animal était 
conservé d’une semaine a l’autre en liquide d’Alsever a +4°. 
Or on sait que le formol rend les hématies non hémolysables, 
permet leur conservation indéfinie sans pour autant altérer la 
propricté quelles possédent a Vétat frais d’adsorber certains 
virus |4]. Nous avons vérifié que les hématies de cynocéphale, for- 
molées suivant le procédé de Cox et Pirtle [2], sont parfaitement 
utilisables pour les réactions d’hémagglutination provoquées par 
les sérums de malades atteints d’hépatite infectieuse. Cette consta- 
tation a permis de simplifier d’une maniére sensible et de 
normaliser la pratique de la réaction. La technique a laquelle 
nous nous sommes arrétés est la suivante. 


Les hématies sont traitées par le formol dans les conditions exactes 
préconisées par Cox et Pirtle [2], mais la concentration finale des 
hématies est ajustée & 10 p. 100, et il a paru inutile d’ajouter, en 
guise d’antiseptique, la solution de cristal violet et de vert brillant 
employée par les auteurs. La suspension d’hématies est conservée A 


la glaciére et ramenée a 2 p. 100 au moment de l’emploi, par dilution 
dans une solution de chlorure de sodium a 9 p. 1 000. 


Pour réaliser la réaction, on ajoute dans des tubes & hémolyse, 
IV gouttes de dilution du sérum a étudier (dilutions géométriques de 
raison 2) et IV gouttes de la suspension d’hématies & 2 p. 100. On 
incube 4 37° au bain-marie pendant une heure. Ce temps est suffisant 
pour que la sédimentation soit achevée ; on examine immédiatement 
le culot & lVaide d’un miroir concave en ayant soin de ne pas agiter. 
L’aspect est identique a celui d’une réaction d’hémagglutination pro- 
yoquée par le virus grippal : dans les tubes négatifs, les hématies 
sont collectées au centre du tube en un culot épais a bord lisse ; 
dans les tubes négatifs les hématies recouvrent en bouclier tout le 
fond du tube et les bords sont habituellement crénelés. Les titres 
obtenus par ce procédé sont toutefois moins élevés que ceux que l’on 


(1) Nous remercions vivement le D™ Mackowiak, de 1|'Institut Fran- 
cais de la Fiévre Aphteuse 4 Lyon, qui nous a procuré le sang de 
macaques et le sang de cynocéphales utilisé pour ce travail. 
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obtient par lusage des hématies fraiches; la dilution limite de 
Vagglutination est ici avancée d’un tube dans le sens des dilutions 
moins élevées. 


Dans la technique originale de Cox et Pirtle, le diluant utilisé 
est une solution de chlorure de sodium a 8,5 p. 1000. Il nous 
a paru intéressant d’opérer non seulement en milieu salin, mais 
encore en milieu albumineux, en adoptant une technique analogue 
a celle préconisée par Wibbesky pour mettre en évidence les 
anticorps incomplets dans les cas d’iso-immunisation. On a pu 
ainsi conslater que les réactions positives en milieu salin attei- 
enaient des titres plus importants en milieu albumineux ; la 
dilution d’hémagglutination limite se trouve décalée de deux 
tubes dans le sens des plus grandes dilutions (fig. 1). Par ailleurs, 
nombre de souches négatives en milieu salin deviennent faible- 
ment positives. La technique est la suivante, 


On centrifuge la suspension normalisée d’hématies formolées et le 
culot est remis en suspension dans une solution d’albumine humaine 
4 20 p. 100 en eau distillée (2). Les dilutions des sérums a4 étudier 
sont également réalisées 4 l’aide de cette solution d’albumine. On 
ajoute IV gouttes de la suspension d’hématies 4 IV gouttes de chaque 
dilution du sérum, puis on incube une heure au bain-marie 4 37°. 
On pratique la lecture lorsque la sédimentation est achevée ce qui 
nécessile environ vingt-quatre heures 4 la température du laboratoire : 
cette lecture est difficile et demande un certain entrainement, car 
dans les témoins négatifs les hématies ne se collectent pas en un 
amas central a bord aussi parfaitement régulier que lorsque l'on 
opere en milieu albumineux. 

Les réactions de floculation de Gros au chlorure mercurique, de 
Mac Lagan au thymol, et celle de Ducci au rouge colloidal, ont été 
pratiquées et exprimées respectivement en centimétres cubes de réactif 
mercurique [6], en unités photométriques Vernes [5] et en unités 
arbitraires, établies de 0 a 5 [4]. 


RESULTATS. 


COMPARAISON ENTRE LES SUJETS AYANT FAIT UN ICTERE INFECTIEUX 
RECENT ET CEUX N’EN AYANT PAS FAIT. — La réaction a été pratiquée 
dune part chez 273 sujets ayant fait un ictére infectieux depuis 


(2) Albumine humaine lyophilisée (fraction V de Cohn) préparée 
par le Centre de Transfusion Sanguine de l’Armée & Clamart. L’expé- 
rience a montré que tous les lots ne sont pas équivalents, sans doute 
du fait de l’influence des petites quantités de sels contenus dans cette 
fraction et qui se trouvent étre soit du bicarbonate de sodium, soit 
du citrate de sodium. Tl convient de ne retenir que les lots qui per- 
mettent d’obtenir une absence compléte d’agglutination avec des sérums 
négatifs. 
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moins de six mois, et d’autre part chez 110 sujets en bonne santé 
ou tout au moins indemnes d’hépatite infecticuse cliniquement 
décelable. ‘La figure 1 concrétise les résultats observés. On constate 
tout d’abord que, dans les deux lots il existe des sérums qui 
provoquent Vhémagglutination et d’autres pour lesquels ta 
réaction demeure négative. Quel que soit le groupe des sujets 
envisagés, les titres des sérums positifs s’échelonnent entre 
0 et 1/64. Il apparait toutefois que la fréquence des titres élevés 
est plus grande parmi les sujets qui ont présenté un ictere infec- 
tieux. Par ailleurs, le nombre de réactions négatives est beaucoup 


To 
30 


‘Pic. 1. — Fréquence des titres observés dans une population de sujets ayant 

présenlé récemment un ictére (A), et dans une population n’en ayant pas 

présenté (B), lorsque la réaction d’agglutination des ématies de cynocéphate 

est pratiquée respeclivement en milieu salin (A,, B,) et en milieu albumi- 
MOUS CAU sD) 


plus important dans le lot indemne d’hépatite. Ce phénoméne 
est particuhérement ne! lorsqu’on pratique la réaction en milieu 
a!bumineux. 

De ce qui précéde, il ressort que la simple constatation de la 
posivité de la réaction d’hémagglutination des hématies de cyno- 
céphale ne posséde aucune valeur diagnostique, puisqu’elle ne 
peut permettre, en dépit d’un litre élevé, d’affirmer la réalité 
d’un ictére par hépatite virale récent. En revanche, cette réaction 
pourrait posséder un intérét épidémiologique 4 condition que 
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l'on effectue une étude statistique portant sur un nombre d’échan- 
tillons de sérums suffisamment élevé : cette étude serait proba- 
blement capable d’extérioriser des différences significatives entre 
deux populations, l’une victime d’une épidémie récente d’hépatite, 
autre en étant demeurée indemne. 


EVOLUTION DU TITRE D’HEMAGGLUTINATION CHEZ DES SUJETS ATTEINTS 
D HEPATITE. — L’évolution du titre d’hémagelutination a été suivie 
de quatre jours en quatre jours. Les résultats sont consignés 


MOYENNE 
GEOMETRIQUE 


1/20 
1/10 
Oo 4 2 20 28 36 44 2 
Fic. 2. — Evolution du titre exprimé en moyenne géométrique, en fonction du 


lemps écoulé a partir du début de Jictére. 


dans le tableau I. On note tout d’abord que la réaction est 
positive dés le premier prélévement et le plus souvent avec un 
titre élevé, ce qui donne a penser que l’agression responsable 


Tasieau II. 


Durée écoulée entre le moment du 


30 jours 2 mois 4 mois 5 et 6 mois 
titrage et le début. de l'ictdre 


Moyennes 
géométriques 
des titres 


milieu albumineux 10/194 10/149 


= 25 N = 20 


de cette réponse immunologique s’est manifestée vraisembla- 
blement plusieurs jours avant le début de Victére. Lorsque !a 
réaction est pratiquée en milieu salin, on constale que cette 
valeur initiale est toujours la plus élevée, puis que le titre baisse ; 
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on a l’impression qu’il tend a atteindre une valeur limite vers 
le trentiéme jour. La figure 2, établie sur les moyennes géomé- 
iriques des titres observés sur les dix sujets, objective cette 
évolution. L’existence d’un titre résiduel aprés le trentiéme jour 
est manifeste quand on classe les titres de réaction obtenus chez 
les sujets ayant présenté un ictére un mois, deux mois, trois 
mois auparavant. Le tableau II fait apparaitre que les moyennes 
géométriques demeurent sensiblement stables entre le deuxiéme 
el le sixiéme mois. 

Lorsque les réactions sont pratiquées en milieu albumineux, 
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Tic. 4. — Répartition des valeurs obtenues dans la réaction de Gros en fonction 


du titre dhémageglutination des hématies de cynocéphale, d’ume part chez des 
sujets ayant présenlé récemment un ictere (A), d’autre part chez des sujets n’en 
ayant pas présenté (B). 


il semble que chez certains sujets le titre n’atteigne sa valeur 
maximum que quelques jours aprés le début de J’ictére et que 
sa décroissance soit moins rapide ; comme on le voit dans le 
tableau II, la limite résiduelle n’est pas atteinte avant trois mois. 


RELATION ENTRE LE TITRE DE LA REACTION D’HEMAGGLUTINATION ET 
LA VALEUR DES EPREUVES FONCTIONNELLES HEPATIQUES. — Parallé- 
lement 4 l’agglutination des hématies de singe, on a pratiqué sur 
chacun des sérums les réactions de Mac Lagan, de Gros, du rouge 
colloidal, et l’épreuve d’élimination urinaire du galactose. Les 
figures 3 et 4 montrent, pour les deux premicres réactions, que 
le. nuage des points ne fait apparaitre aucune ligne de régression : 
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il en est de méme pour les deux autres. La réaction d’hémagglu- 
ination semble évoluer tout a fait indépendamment des réactions 
sérologiques traduisant |’état fonctionnel du parenchyme hépatique 
ou du meésenchyme. 


Discussion. 


Il est indéniable que la réaction d’hémagglutination des globules 
rouges de macaque ou de cynocéphale est franchement ‘positive 
chez les sujets atteints d’ictére infectieux en évolution ; on doit 
souligner en outre que Ja réaction est déja fortement positive 
lorsque lictére tégumentaire apparait. 

‘Les titrages repétés chez les mémes malades a courts intervalles 
de temps depuis le début de la maladie, montrent que les titres 
diminuent réguliérement & mesure que l’on s’éloigne de celui-ci. 
Aprés un délai variant d’un 4 trois mois, les titres obtenus tant 
en milieu salin qu’en milieu albumineux sont variables; ils 
paraissent alors demeurer stationnaires pendant longtemps ou 
décroitre trés lentement. 

la constatation d’une telle évolution du titre peut constituer un 
argument diagnostique en faveur de Vhépatite ictérigéne, mais 
un titrage unique n’apporte aucune aide a ce point de vue, puisque 
chez un trés grand nombre de sujets pour lesquels la notion d’un 
ictere infectieux récent n’existe pas, la réaction se montre posi- 
live avec des titres qui sont parfois de l’ordre du 1/64 en milieu 
salin et 1/128 en milieu albumineux. 

Le probleme se pose alors de déterminer si les réactions 
positives observées chez ces sujets, apparemment indemnes de 
toute atteinte hépatique d’origine virale, relévent des séquelles 
d'une affection ancienne oubliée ou restée inapparente, ou encore 
si les anticorps hémagglutinants peuvent exister en dehors de 
foute atteinte par le virus de Vhépatite. En Vétat actuel des 
connaissances, seules des hypotheses peuvent étre avancées. 
Il se pourrait que les anticorps en cause fussent des anticorps 
naturels présents chez certains individus, spécifiques d’un frac- 
lion antigénique érythrocytaire commune a certains hommes et 
a certains singes. Il pourrait encore s’agir d’anticorps réellemeant 
spécifiques de l’hépatite infectieuse : mais méme si la preuve 
pouvait en étre apportée, cela ne signifierait nullement qu’il 
s’agisse d’une réponse a un antigéne du virus. I] pourrait encore 
s’agir d’autoanticorps (du type des agglutinines T par exemple), 
conslituant une réponse immunologique a des substances ou a 
des tissus de I’hote modifiés dans leur antigénicité par le fait 
du virus. Peut-étre, en effet, les anticorps “hémageglutinant les 
globules de singe sont-ils identiques 4 lun des nombreux anti- 
corps hétérophiles qui ont été décrits jusqu’ici chez des. sujets 
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convalescents d’hépatite infectieuse [7], et notamment a celui 
qu’Evans [3], puis Leibowitz [40], ont étudié, qui agglutine les 
hématies humaines modifiées par le virus de la maladie de New- 
castle. 

Quoi quil en soit, la réaction ne peut servir au diagnostic de 
affection que si l'on constate une variation significative du titre 
au cours d’examens répétés a courts intervalles ; en revanche, 
elle serait d’un grand intérét épidémiologique s’il était possible 
d’établir que sa posilivité témoigne d'une atteinte par le virus 
de Vhépatite infectieusc, alteinte ancienne ou récente, apparente 
ou inapparente. I] se peut d’ailleurs que les difficultés d’inter- 
prétation de notre enquéte tiennent 4 un mauvais choix du lot 
de sujets servant de référence. Il est constitué en effet, pour le 
plus grand nombre, de militaires de carriére ayant de nombreuses 
années de campagne, sujets que l’on sait peu réceptifs au virus 
de Vhépatite, sans doute du fait d’une immunité acquise ; il est 
conslitué pour le reste de soldats du contingent au retour d’un 
séjour d’un ou deux ans en Algérie, départements d’endémie. 
Le pourcentage trés élevé de réactions positives en l’absence de 
la notion d’ictére récent, signerait done peut-¢tre des contami- 
nations antérieures. Une enquéte plus vaste sur une population 
répartie en classe d’Ages, et portant notamment sur les enfants, 
permettrait sans doute de confirmer ou d’infirmer cette hypothése. 


RESUME. 


La réaction d’hémagelutination des hématies de singe par les 
sérums des malades atteints d’ictére infectieux, décrite par Hoyt 
et Morrisson, a été étudiée sur 400 sujets. On a montré que les 
hématies de Cynocephalus babuin conviennent aussi bien «ue 
celles de Macacus rhesus. On peut également utiliser des hématies 
fixées par le formol ce qui permet de mieux normaliser ‘a 
réaction ; on a montré enfin que la sensibilité de cette derni¢re 
est augmentée quand on opére en milieu albumineux. De nombreux 
sujets qui n’ont pas d’ictére dans leurs antécédents présentent 
une réaction positive parfois a un titre élevé. Ceux qui ont été 
victimes récemment d’hépatite ictérigeéne (moins de six mois) ont 
presque tous des réactions positives, mais si la fréquence des 
titres élevés y est plus grande que dans le lot témoin, ces derniéres 
restent identiques en valeur absolue. Si l’on suit l’évolution des 
titres chez les mémes sujets 4 partir du début de lictére, on 
constate que la réaction est déja positive lorsque celui-ci apparait, 
et que le titre diminue lentement pour atteindre une valeur 
résiduelle qui persiste longtemps. Les réactions positives observées 
chez les sujets n’ayant pas eu d’ictére, sont peut-étre Ja signature 
d’hépatites virales anciennes, oubliées, méconnues ou inapparentes. 
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SUMMARY 


HEMAGGLUTINATION OL MONKEY ERYTHROCYTES 
AND INFECTIOUS HEPATITIS. 


The reaction (agglutination of monkey erythrocytes by sera of 
patients suffering from infection jaundice) has been first des- 
cribed by Hoyt and Morrisson, and is studied by the authors 
on 400 patients. They show that erythrocytes of Cynocephalus 
babuin can be used as well as those of Macarus rhesus, It it 
also possible to use erythrocytes fixed by formalin, and this 
technique yields more reproductible results. 

The sensitivity of the reaction increases in albumin medium. 

Many individuals who never had jaundice, have a_ positive 
reaction, sometimes at a high titer. Those who have suffered 
within the last six months from icterigenic hepatitis always 
show positive reaction ; but, if high titers are more frequent than 
in controls, controls may also have positive reactions. 

The reaction is already positive at the onset of the jaundice ; 
the titer slowly decreases to a value which persists a long time. 

Positive reaction in individuals who never had jaudice may 
be due to forgotten, non recognized, or inapparent virus hepatitis 
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TECHNIQUE DE CONTROLE DU VACCIN ANTI-APHTEUX 
PAR SERONEUTRALISATION SUR CULTURE DE TISSU 


par C. MACKOWIAK, R. LANG, J. FONTAINE 
et H.G. PETERMANN (*) (**), 


(Institut Francais de la Fiévre aphteuse) 


Nous avons déja exposé nos travaux [4, 2, 3, 4] et les premiers 
résultats obtenus en matiére de fiévre aphteuse avec la technique 
de culture de tissu en multiplication. C’est en recherchant une 
méthode quantitative de contréle du vaccin anti-aphteux que nous 
avons été amenés a poursuivre ces recherches dont nous voulons, 
icl, apporter les éléments les plus récents en attendant de faire, 
ultérieurement, une revue synthétique et détaillée de ce sujet. 

Le premier but de notre étude, aprés avoir adopté la technique 
de séroneutralisation sur culture de tissu, a été d’établir le 
parallélisme existant entre le titre d’anticorps neutralisants et 
la résistance des animaux a Il’infection par le virus aphteux. 
Seule, la réponse a ce probléme pouvait permettre d’apprécier !a 
valeur de la technique et d’envisager son application au contrdle 
du vaccin anti-aphteux. Nous avons ensuite recherché le taux 
d’anticorps neutralisants correspondant 4 Vimmunité 50 p. 100. 
Enfin, en fonction de ces résultats, nous avons pu appliquer cette 
méthode de séroneutralisation au contréle comparatif de vaccins 
de valeur immunigéne différente et au contrdle de la durée 
d’immunité conférée par ces mémes vaccins. 

Toutes ces études ont donc exigé Vutilisation constante et 
paralléle du contrdle sur animal sensible et sur culture de tissu. 
Nous envisagerons successivement le matériel et les méthodes 
utilisées et nous exposerons ensuite les résultats que nous 
commenterons. 

I, — MATERIEL. 


1° Vaccins. — Afin de faciliter la détermination de la dose protectrice 
50 p. 100, l’un des vaccins a été spécialement choisi pour son pouvoir 
immunisant relativement faible. Il s’agissait d’un vaccin classique, 
type Vallée-Schmidt-Waldmann, a 5 ml la dose monovalente. 


(*) Manuscrit recu le 9 juin 1959. 
(**) Les auteurs remercient M. P. Delaiti pour sa collaboration 


technique. 
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Toutes les autres expériences (essais comparatifs et durée d’immunité) 
ont porté aussi bien sur le vaccin classique que sur le vaccin saponiné 
trivalent & 10 ml la dose [5], tous fabriqués 4 partir du virus de culture 
Frenkel, dans le cadre de la production de 1’Institut [6]. 


2° Bovins. — Toutes les expériences qui suivent ont été réalisées avec 
des beeufs adultes provenant des régions de Bretagne indemnes de 
fiévre aphteuse depuis plusieurs années. Ils sont gardés dans des fermes 
isolées et leur sérum est controlé par séroneutralisation, afin de pouvoir 
éliminer tout animal dont le sérum présente un pouvoir neutralisant, 
spécifigue ou non, aussi faible soit-il. Ce pouvoir existe, le plus 
souvent pour un seul des trois types de virus, chez 50 p. 100 au moins 
des animaux examinés qui se sont, néanmoins, montrés parfaitement 
sensibles A lV’inoculation virulente. Dans ces cas, le taux de neutrali- 
sation peut atteindre 10°. et méme, exceptionnellement, 10°°. 


3° CULTURE DE TIssU. — On utilise la culture de cellules de rein de 
porcelet obtenue, suivant la méthode de Dulbecco, par trypsination 
de fragments de reins et culture en milieu Lactalbumine-Hanks avec 
sérum de poulain [7]. 


4° Strums. — Ils proviennent de boeufs qui ont été saignés avant et 
apres vaccination, 4 différentes dates. Aprés centrifugation et décan- 
tation, ils sont stockés & — 30°C. Ils sont décongelés et inactivés au 
moment de leur utilisation. 


5° Virus b’EPREUVE. — a) Sur boeuf. — Les épreuves d’efficacité sont 
effectuées avec les mémes types de virus O,, A, et C qui ont servi a la 
préparation du vaccin. Ces virus sont obtenus par passages réguliers 
sur boeuf dont on récolte |’épithélium lingual virulent sous forme 
d@aphtes frais. Cet épithélium, broyé, est réparti en boites, par quan- 
tités de 1 g, que l’on conserve au congélateur & — 70° C. Chaque lot 
de récolte est titré périodiquement sur boeuf. 


b) En séroneutralisaion. — Les tests de séroneutralisation sont faits 
avec les virus de méme type que les précédents, préalablement adaptés 
a la culture de tissu. Des lots homogénes de 1 litre de culture, titrés 
sur boeufs, sur souriceaux et sur cellules, sont répartis en flacons, & 
raison de 2 ml par flacon, et conservés au congélateur 4 — 70° C. Des 
titrages répétés de ces lots ont montré que le titre restait constant 
pendant toute la durée de leur utilisation. Le titre est calculé d’aprés 
li méthode de Reed et Muench et exprimé en doses infectieuses 
50 p. 100 par millilitre, pour la culture de tissu : DICT... 


Il. — MetTHopeEs. 


1° EPREUVE D’EFFICACITE SUR BORUFS. — Cette épreuve se fait, dans des 
étables isolées, au sein de ]’Institut. Le virus d’épreuve, de titre connu, 
est décongelé, puis remis en suspension, centrifugé et dilué de facon 
&i avoir 5 000 doses infectantes 50 p. 100 dans 0,1 ml. On inocule 
chaque animal, par voie intradermique, en deux points de la langue. 
avec 0,1 ml de la solution virulente par point. Les animaux, qui ont 
ainsi recu chacun 10 000 DI 50 p. 100, sont gardés en observation 
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pendant six jours. Les températures sont prises régulitrement et, le 
dernier jour, tous les beeufs sont abattus pour faciliter Vobservation 
des lésions sur toutes les régions sensibles de l’organisme. La réaction 
est fonction de l’immunité locale et générale acquise ; elle peut se 
traduire 

a) Soit par labsence totale de lésions ; 

b) Soit par une lésion locale au point d’inoculation du virus ; 

¢) Soit par une maladie généralisée avec lésions étendues A toutes 
les régions sensibles de l’organisme. 

Chaque lot d’animaux éprouvés avec un virus est accompagné de 
beeufs témoins, non vaccinés, qui doivent faire une maladie généra- 
lisée. Pour le cas particulier du calcul de la dose protectrice 50 p. 100 


(D. P. 50 p. 100), on applique la méthode exposée par Hendersen et 
Galloway. 


2° EPREUVE DE SERONEUTRALISATION. — I] importe, nous semble-t-il, 
que cette technique soit décrite en détail, car toute interprétation de 
résultats n’a de valeur comparative, d’un laboratoire a l’autre, qu’en 
fonction des méthodes utilisées. Or, certaines opérations ont une impor- 
tance telle, que la moindre variation peut entratner une différence 
dans les résultats. 

Nous avons adopté la méthode des doses fixes de virus et des doses 
variables de sérum. Le sérum a éprouver est dilué en solution P. B.S. 
selon une progression géométrique de raison deux. Le virus d’épreuve 
est décongelé et dilué a 100 unités DICT,, par millilitre. On mélange 
ensuite 1 ml de chaque dilution de sérum avec 1 ml de solution viru- 
lente, et l’ensemble est laissé trente minutes a4 la température du 
laboratoire, puis une heure a + 4° C en agitant de temps en temps. 

Apres cette période de contact, on ensemence, avec 0,2 ml de chaque 
mélange sérum-virus, les tubes de culture contenant déja 1,8 ml de 
milieu Lactalbumine-Hanks 4 5 p. 100 de sérum de poulain inactivé. 
Les tubes sont mis a l’étuve 4 36,5° C sur des tambours roulants et les 
lectures sont faites aprés vingt-quatre, quarante-huit et soixante-douze 
heures. 

Chaque série de séroneutralisation doit étre accompagnée des tubes 
témoins suivants 

a) Témoins virus, — Ceux-ci sont ensemencés avec 0,1 ml de la solu- 
tion A 100 unités DICT,, par millilitre. Chaque tube contient ainsi 
16 unités de virus, ce qui correspond & la quantité de virus ensemencée 
en méme temps que le sérum dans les tubes d’épreuve. Ces tubes 
témoins n’excluent pas un titrage paralléle de ce virus. 

b) Témoins sérum. — Ces tubes n’ont pas de virus et servent a véri- 
fier si le sérum ne produit pas lui-méme d’effet cytopathogéne. 

c) Témoins milieur, — Ces témoins s’adressent au ngilieu nutritif et 
4 la solution P. B.S. Ils ne contiennent ni sérum, ni virus. 

Le calcul se fait selon Ja méthode de Reed et Muench et les résultats 
sont exprimés en logarithmes de la dilution de sérum qui inhibe leffet 
cytopathogéne dans 50 p. 100 des tubes de culture. Pour la représen- 
tation graphique, nous utilisons du papier millimitré en portant en 
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abscisse : soit la dose de vaccin, soit les dates de prélévement de sérum, 
et en ordonnée : les jogarithmes des dilutions de sérum. Les courbes 
ainsi obtenues expriment la variation du taux d’anticorps. 


Lie Rinsuamanse 


L’ensemble de ces expériences représente environ 2 800 séro- 
neutralisations. Trois groupes de résultats sont a envisager : le 
premier se rapportant au parallélisme entre immunité et taux 
d’anticorps neutralisants, le deuxiéme s’adressant a la valeur de 
la méthode dans son application au contréle de vaccins polyvalents 
et a la comparaison quanltative de deux vaccins de valeur trés 
différente, le troisiéme envisageant la durée d’immunité conférée 
par un vaccin, sujet qui, faisant l’objet d’une note en préparation, 
ne sera simplement qu’ébauché. 


1° PARALLELISME ENTRE PROTECTION ET TAUX D ANTICORPS. —— Les 
résultats que nous présentons ont été obtenus sur un lot de 
48 boeufs, divisé en 4 groupes de 12 animaux, dont 10 vaccinés 
et 2 témoins. Chaque groupe était vacciné avec des quantités 
croissantes de vaccin classique, monovalent « O », a 5 ml la dose. 

I* groupe: 0,5 mils. 2° groupe: lems 8% groupe = 2 07min, 
4 groupe : 5 ml. 

Cing animaux par groupe et un témoin ont été éprouvés trente 
jours aprés vaccination et 5 autres et le deuxiéme témoin soixante 
jours apres vaccination. La figure 1 donne les résultats de ces 
deux épreuves par inoculation “de virus aphteux. 

Le calcul de la dose protectrice 50 p. 100 permet d’établir que, 
trente jours aprés vaccination, la protection de 50 p. 100 de 
Veffectif est obtenue avec 0,71 ml de ce vaccin tandis que, 
soixante jours aprés vaccination, la méme protection est obtenue 
avec 1,78 ml. Il y a done une diminution trés sensible, dans Je 
temps, du degré de protection conféré a l’animal. 

D’autre part, les sérums de ces mémes animaux ont eu leur 
titre d’anticorps mesuré par séroneutralisation. Les  chiffres 
obtenus sont représentés sur la figure 2. Nous pouvons ainsi 
calculer le titre d’anticorps correspondant a la protection 50 p. 100 
pour les quantités de vaccin de 0,71 ml et 1,78 ml. Ce titre est : 
pour 0.71 miesl0"<, pour ti s-m0e 

A la lumiére de ces résultats, nous pouvons done dire pour un 
vaccin donné 


a) Que Vimportance de Vimmunité acquise par les beeufs 
éprouvés est fonction de la dose injectée ; 


b) Que le titre d’anticorps neutralisants est également fonction 
de la quantité d’immunigéne ; 


c) Que le degré de protection et le titre d’anticorps neutrali- 
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Sants correspondant a une dose déterminée, diminuent dans le 
temps ; 


d) Qu’a Vimmunité 50 p. 100 correspond un taux d’anticorps 
voisin de 10%°, 


EPREUVE A 60 JOURS EPREUVE A 30 JOURS 


Dose 
05 cn 3 


Dose 
0.5 cm"? 


| Lan. 6 
| Boeufs Kae Ee Pieds 
537 | eas 


Dose | 54.0 if | T | oe 
1 cm? —= =a ; 
mu ee [ 
544 


Dose 
PRTG GHs 


Dose 
5 em? 


2° CONTROLE DES VACCINS ET COMPARAISON DE LEURS VALEURS. — 
Plusieurs vaccins, soit de fabrication industrielle, soit expéri- 
mentaux, mono ou polyvalents, ont été vo eves Gee ce but par 
épreuve classique et par séroneutralisation (fig. 3 et 4). 
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Or 
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La figure 3 montre les courbes des titres d’anticorps, corres- 
pondant chacune a un type de virus, obtenues sur le méme groupe 
d’animaux vaccinés avec un vaccin trivalent. 

La figure 4 exprime les résultats obtenus avec différents 
vaccins. 

Il en ressort : 

a) Que l’injection d’un vaccin trivalent provoque |’apparition 
d’anticorps pour chacun des trois virus et a des titres différents : 

b) Que les courbes du titre d’anticorps dans le temps, tout en 
étant de méme allure, sont cependant propres a chaque virus ; 


c) Que des vaccins différents, apparemment semblables au 
contréle classique, entrainent "apparition d’anticorps a un titre 
variant en fonction de leur pouvoir immunigéne. 


3° DuREE D’ImmuNITE. — Une partie seulement de ces résultats 
est rapportée ici, pour montrer l’intérét de la technique de séro- 
neutralisation dans cette étude, dont un exposé complet sera fait 
ultérieurement. 

203 beeufs ont été divisés en plusieurs groupes comprenant des 
animaux vaccinés et des témoins, Les anticorps de tous ces ani- 
maux ont été titrés a intervalles réguliers et certains groupes 
ont été éprouvés, dans nos étables, a des dates différentes. 

La figure 5 donne pour deux vaccins la courbe du titre d’anti- 
corps vis-a-vis du virus O. II s’agit d’un vaccin classique et d’un 
vaccin saponiné. Pour les autres virus, les courbes sont analogues 


et la valeur de ces résultats a été confirmée par les résultats. 


d’épreuve d’efficacité. 

En conclusion, il est done possible, par le controle des anti- 
corps, de vérifier, dans le temps, le dégré d’immunité conféré par 
un vaccin contre les trois types de virus et de comparer, en méme 
temps, la valeur immunigéne de plusieurs vaccins. 


IV. — Discussion. 


Il importe, avant de commenter ces résultats, de les replacer 
dans le cadre des travaux déja effectués dans ce sens. Effecti- 
vement, depuis plusieurs années, et de toutes parts, des méthodes 
quantitatives de contrdle des vaccins anti-aphteux ont fait l’objet 
de nombreuses recherches. On a vu ainsi, en peu de temps, !a 


faveur donnée aux méthodes sérologiques telles que la séro-. 


neutralisation sur cobaye [8, 9], sur souris [40, 44, 412, 13, 44), 
sur culture d’épithéium lingual en survie [415, 46, 17], sur culture 
de cellules rénales [418, 49] et, parallélement, a la fixation du 
complément [20, 24]. Plus récemment encore, ont paru des tra- 
vaux exposant une technique de contréle sur boeufs, préconisant 
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le titrage paralléle du virus aphteux sur beeufs vaccinés (Viet 
sur beeufs témoins (T), de fagon a établir le rapport T/V (22). 
Derniérement enfin, une autre méthode vient de conseiller la 
recherche et le titrage de la virémie chez les souris adultes 
vaccinées [23]. 

Notre technique et les résultats obtenus s’inscrivent done dans 
cet ensemble avec plus de 2800 séroneutralisations dont nous 
avons pu vérifier la valeur pratique. Par la recherche du taux 
d’anticorps correspondant A la dose protectrice 50 p. 100, nous 
avons fourni la preuve d’un parallélisme entre l’immunité acquise 
de l’animal et son titre d’anticorps et pu conclure ainsi a la pos- 
sibilité d’application de cette méthode au controle du vaccin anti- 
aphteux. 

Les figures 1 et 2 mettent en évidence ce parallélisme et la 
décroissance progressive de l’immunité dans le temps : s’il faut 
0,71 ml d’un vaccin pour obtenir 50 p. 100 de protection, trente 
jours aprés vaccination, il en faut 1,78 ml pour le méme résultat 
solxante jours aprés vaccination. Or, dans les deux cas, le 
titre d’anticorps mesuré a été & peu prés le méme, a Jerreur 
d’expérience prés, soit environ 10°%° aprés trente jours et aprés 
soixante jours, ce qui confirme et le parallélisme, et la diminu- 
tion des titres d’anticorps dans le temps. 

D’autre part, ce titre d’anticorps correspondant a la dose pro- 
tectrice 50 p. 100 conduit 4 une notion d’une importance capitale 
un titre d’anticorps voisin de 10%° ne permet pas d’affirmer ¢i un 
animal est protégé ou non, un sur deux pouvant présenter une 
maladie généralisée. Cette incertitude s’accentue encore du fait 
qu’un certain pourcentage de bceufs non vaccinés, comme nous 
avons vu précédemment, présente un pouvoir neutralisant non 
spécifique a un titre pouvant aller, dans des cas exceptionnels, 
jusqu’a 10°°. Il semble done qu’il soit difficile d’étre affirmatif! 
dans l’échelle des basses dilutions. 

Une question se pose alors : 4 quel moment est-il permis 
d’affirmer qu’un animal est certainement protégé ? 

Certains auteurs estiment que, pour un vaccin donné, 80 p. 100 
de protection s’obtiennent avec la dose triple de celle donnant 
50 p. 100 de protection. En admettant cette hypothése, si la pro- 
tection 50 p. 100 est obtenue & trente jours avec 0,71 ml d'un 
vaccin et & soixante jours avec 1,78 ml, la protection a 80 p. 100 
serait obtenue avec 2,13 ml dans le premier cas et avec 5,34 ml 
dans le deuxiéme. En calculant le titre d’anticorps correspondant 
4 ces deux derniéres valeurs, on trouve a peu prés le méme 
chiffre, soit 10’. 

Or, depuis deux ans d’un contréle régulier du titre d’anticorps 
de nos animaux d’épreuve, trés rares ont été les beeufs présentant 
des lésions de généralisation avec un titre de 10°’, et aucun n’en 
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a présenté avec un titre de 10! et au-dela. I] est done permis de 
considérer 1045 comme le titre garantissant, avec une marge de 
sécurité suffisante, l’immunité des animaux vaccinés. 

La figure 4 souligne Vintérét de la technique de séroneutra- 
lisation comme méthode quantitative de contréle, en permettant 
de classer, suivant une échelle de valeur immunigéne donnée, 
des vaccins qui, par la méthode ordinaire, s’avérent bons «t 
apparemment semblables. 

Les figures 3 et 4, enfin, traduisent les autres possibilités de 
la technique. Non seulement on peut suivre le développement 
des titres d’anticorps dans le temps vis-a-vis des trois virus chez 
le méme animal ou sur un lot de plusieurs vaccinés avec le méme 
vaccin, mais on peut encore mettre en évidence, d’une part la 
diminution progressive de ces titres suivant une courbe différente 
pour chaque virus et d’autre part, action explosive du rappel 
d’immunité sur ce titre. 

L’application pratique de celte méthode comporte cependant 
quelques inconvénients. Tout d’abord, comme nous l’avons déja 
précisé, la zone des basses dilutions de sérum donne des résultats 
d’interprétation difficile. Ensuite et surtout, la technique reste 
tributaire des boeufs qu’on doit obligatoirement utiliser dans tous 
les cas. Cette nécessité entraine des conséquences économiques 
directes qui imposent une limitation dans la quanttié d’animaux 
consacrés A ces épreuves. Or, comme cette méthode, tout en 
apportant une réponse quantitative pour un méme vaccin et pour 
chaque animal, révéle cependant des différences assez sensibles 
dun sujet a lTautre, il faudrait, pour obtenir une exactitude 
suffisante, disposer d’un nombre de beeufs relativement important. 
Pratiquement, nous avons, en connaissance de cause, adopté, 
d’une facon générale, le nombre de 5 boeufs pour le contréle d’un 
vaccin monovalent, sachant que, si la moyenne du titre d’anticorps 
rencontrée est supérieure a 104°, on peut trouver un animal au 
litre inférieur a ce chiffre, 


\ie I CONGEUSION: 


En tenant compte des inconvénients mentionnés, il semble qu’on 
puisse affirmer, en toute objectivité, que la technique de séro- 
neutralisation sur culture de cellules rénales, A partir de sérums 
d’animaux vaccinés, constitue une excellente méthode de contrdéle 
quantitatif du vaccin anti-aphieux. Commode et fidéle, elle offre 
de nombreux avantages en permettant : 


1° D’examiner préalablement les animaux destinés au contrdéle 
et d’éliminer ceux qui présentent des traces d’anticorps ; 

2° De chiffrer quantitativement la valeur d’un vaccin sans avoir 
recours 4 Vinfection des animaux, ce qui représente un avantage 
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économique important en supprimant les étables d’isolement et 
leurs annexes et en diminuant les risques de contamination ; 


? 
3° De contréler le titre d’anticorps correspondant aux trois types 
de virus aphteux sur un méme animal ; 


4° De suivre dans le temps le développement du titre d’anti- 
corps sur les mémes animaux et d’étudier ainsi la vitesse d’appa- 
rition de Vimmunité, sa durée, l’action des injections de 
rappel, ete.: 

mo 


5° D’effectner des enquétes épidémiologiques ; 


6° D’identifier Je type d’un virus aphteux. 


SUMMARY 


CONTROL OF ANTI-FOOT AND MOUTH DISEASE VACCINE BY MEANS 
OF SERONEUTRALIZATION IN TISSUE CULTURE. 


The seroneutralization on kidney cell cultures with immune sera 
of vaccinated animals is a practical and reliable method for 
the quantitative control of the vaccine. It presents many advan- 
tages and allows 


1° To test the animals wibch should be used for the control and 
to exclude those which possess traces of antibodies. 


2° To appraise the quantitative value of a vaccine without 
requiring animal infection, representing consequently an impor- 
tant economic advantage. 


3° To test the antibody level against the three types of virus 
on one animal. 


Ze 


To follow the development of antibody formation in one 
animal and to study the appearance of immunity, its duration, 


the effect of booster injections, etc. 
5° To carry out epidemiological inquiries. 
6° To type the viruses. 


BIBLIOGRAPHIE 


[4] Mackowmxk (C.) et Lanco (R.). 1° Congr. Nat. Fiévre Aphteuse, 
Buenos-Aires, 14-16 mai 1957. 

[2] Perermann (H. G.). Ibid. 

[3] Macxowtak (C.) et Lane (R.). C. R. 3° Rene. Int. Stand. Biol., 
Opatija, 2-6 septembre 1957. 

14] Lana (R.), Mackowrax (C.), Prrermann (H. G.) et Fontaine (J.). 
4° Congr. Stand. Biol., Bruxelles, juillet 1958. 


{nnales de VInstitut Pasteur, 97, n° 4, 1959. 38 


582 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


| 
[5a] Perenmann (H. G.), Mackowrak (C.), Camanp (R.) et Lane Ga: 
Symposium Int. Virologie, Lyon, juin 1958. I 
[5b] Macxow1ak (C.), Prrermann (H.G.) Camanp (R-) et Lane (R.). 
Buli. Acad. Vét. France, séance de mai 1959. | 
[6] Grranp (H.) et MacxowsaxK (C.). Rev. Immunol., 1953, 17, 224. 
[7] Perermann (H. G.), Lane (R.) et Mackowrack (C.). C. R. Acad. Sci., 
1956, 243, 991. 
{8] Benson, Marrtann et Bursury. 2nd Rep. Ft and Mth Dis. Comm., 
London, 1927. 
[9] Uperrinr (B.), NARvELLI (L.), Barer (S.) et Sanrero (G.). Zbl. Ve. 
Med., 1956, 3, 767. 
[10] Sxiwner (H. H.). Proc. Roy. Soc. Med., 1951, 44, 1041. 
[44] Sxmner (H. H.) Henperson (W-) et Brooxssy (J. B.). Nature, 1952, 
469, 794. 
[42] Garcta-Mata (E.), Pizzr (L.) et ARAMBuRU (H. G.). Gac. Vet., 1952, 
WAR Oe 
[43] Scuntmer (B.). Mh. Tierheilk., 1953, 5, 333. 
[44] Cunga (R.G.), Junior (J. A.B.), SzeRRao (U.M.) et Tonrtv- 
RELLA (I.). Gac. Vet., 1957, 19, 243. 
[45] Brooxssy (J. B.) et Warne (E.). J. Hyg., 1954, 52, n° 1. 
[16] GttLespre (J. H.) et Prenxen (H. S.). Am. J. vet. Res., 1955, 16, 505. 
[47] Van Benxum. Session d’Elude, Amsterdam, 28 nov.-3 déc. 1955. 
[48] Wessten (T.) et Dinter (Z.). Nord. vet. Med., 1956, 8, 795. 
[49] Ravatorr (L-), Orrer (Z.), p’AMorE (A.) et Mazzaraccuro (V.). R. C. 
Ist. sup. Sanita, 1958, 21, 252. 
0] Maruccr (A. A.). Am. J. vet. Res., 1957, 18, 785. 
4] Maruccr (A.-A.). Am. J. vet. Res., 1958, 19, 979. 
2| Lucam (F.) et Fepma (M.). Bull. Off. Int. Epiz., 1958, 49, 1. 
3] Untmann (W.) et Travup (E.). Mh. Tierheilk., 1958, 10, 105. 


VACCINATIONS CONTRE LA MALADIE DE TESCHEN 


AVEC LE VIRUS DE CULTURE 
ANTICORPS ET IMMUNITE 


par P. BOURDIN et H. SERRES (*) 


(avec la collaboration technique de RAMAMBAZAFY 
et G. RABETANY). 


(Laboratoire Central de Il’Elevage, Tananarive, Madagascar 
[Directeur G. Biicx}) 


La culture du virus de Teschen in vitro sur cellules épithéliales 
de rein de porcelet, d’abord réalisée par Larski [4] puis améliorée 
avec mise au point d’un pouvoir cytopathogéne par Mayr et 
Schwobel [2], a été reprise avec succés a |’Institut Pasteur de 
Paris et au Laboratoire Central de |’Elevage de Tananarive par 
Bourdin, Atanasiu, Lépine, Jacotot et Vallée {8}. 

La multiplication du virus sur les cultures en couches mono- 
cellulaires donnant un titre élevé et régulier, un vaccin devait 
étre la conclusion logique de ces travaux. 

Les premiers essais ont déja donné des résultats prometteurs 
entre les mains de Bourdin, Bick et Jacotot [4]. 

Le vaccin alors utilisé était préparé suivant une technique 
calquée sur celle du vaccin au broyat de cerveau : suspension 
virulente additionnée de gel d’alumine pour un titre de 1 p. 100; 
aucun antiseptique n’étant ajouté, la pénicilline et la streptomycine 
du milieu de culture pour cellules étaient seules protectrices des 
contaminations bactériennes. 

Ce vaccin, bien que n’ayant jamais, par inoculation sous- 
cutanée, dans nos expériences, communiqué la maladie aux por- 
celets, est pleinement vivant et encore virulent. 

En zone infectée, Vutilisation d’un tel vaccin ne comporte pas. 
d’objection. Mais il peut étre intéressant d’étudier 1lefficacité 
d’un vaccin inactivé, préférable dans les régions apparemment 
indemnes. C’est pour cela que nous avons éprouvé l’activité d’un 
vaccin formolé. 

Nous avons voulu, d’autre part, vérifier J’influence du gel 
d’alumine sur la suspension virulente de culture. 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 17 avril 1959. 
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L’appréciation de lactivité des vaccins a été réalisée dune 
manié¢re double : par un titrage des anticorps sériques neutrali- 
sants, puis par l’épreuve intracérébrale des animaux vaccinés, ce 
double contréle permettant de juger des rapports qui peuvent 
exister entre la quantité d’anticorps circulants et la solidité de 
Pimmunité. 


PROTOCOLE EXPERIMENTAL. 


Nous avons utilisé 45 porcelets Large White agés de 2 mois 1/2, 
représentant un lot bien homogeéne. 

L’antigéne vaccinal était constitué par la récolte des cultures 
en boites de Reux, aprés la lyse des cellules infectées, et de titre 
par centimétre cube de 10° DL50 pour les cellules épithéhal»s 
de rein de porcelet en culture. 

Non dilué il détermine, par voie intracérébrale chez le porcelet, 
des signes de paralysie sans issue falale. 

Cet antigene a été conditionné de quatre maniéres différentes, 
pour immunisation de quatre groupes de porcelets. 

Les vaccinations ont été faites en trois injections sous-cutanées 
de 5 cm’, a dix jours d’intervalle. 

Les vaccins ont été préparés de telle maniére que tous les por- 
celets ont recu la méme quantité de l’antigéne initial. 


Groupe A : 10 porcelets vaccinés avec 


UNUM ECHC CD ries. oO e ae oo ago aa Opi 6S Sew 1 partie 
Hau tbidistillée: cama Nee parents eee eee 1 partie 


(Vaccin vivant). 


Groure B : 10 porcelets vaccinés avec 


PU TWNI ESE SS Yet Lian Patan GRY ors Sie ica 0.f. Ors tag acai Gibuth olcnaniGhoG 1 partie 
Kau hbidistillée & 3 p. 1000 de formol.......... 1 partie 


(Vaccin formolé 4 1,50 p. 1000 qui, aprés quarante-huit 
heures, 4 la température du laboratoire, n’est plus patho- 
gene pour le porcelet inoculé par voie intracérébrale). 


Groupe C : 10 porcelets vaccinés avec 


Vay OUAUSKE) REN Mey Del DO Paes Pood Baan Canoe 6c 1 partie 
Gel d’aliimine a2, py 100 d’alumine: fem,6 acs 1 partie 
(Vaccin aluminé 4 1 p. 100 et vivant). 
GrovurE D : 10 porcelets vaccinés avec 
ATMEL CNC) <2 .ae anes aayen yO SER NEE ECE Oe 1 partie 


Gel d’alumine a 2 p. 100, formolé 4 3 p. 1000 .. 1 partie 

(Vaccin aluminé A 1 p. 100, formolé 4 1,5 p. 1900, non 
pathogéne aprés quarante-huit heures & la température 
du taboratoire). 
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Enfin un cinquiéme groupe E comprenant cinq porcelets n’a 
recu aucune vaccination. Ces animaux ont été réservés comme 
témoms d’épreuve. 

Avant toute vaccination, les porcelets avaient subi une prise 
de sang pour le titrage des anticorps anti-Teschen. 

Vingt jours apres la troisiéme vaccination un nouvelle prise de 
sang était effectuée pour un nouveau titrage 

La recherche du pouvoir séro-neutralisant est faite sur culture 
en tubes roulants selon la technique décrite par Bourdin et 
coll. [38]. 

Pour le titrage initial, les anticorps ont élé recherchés avec les 
sérums dilués a : 1/4, 1/, 16/, 1/16. 

Pour le titrage final avec les sérums dilués a : 1/5, 1/10, 1/20, ... 
L/L 280. 

Immédiatement aprés la derniére prise de sang, tous les porce- 
lets, y compris ceux du groupe E, ont recu Vinoculation intra- 
cérébrale suivante 

1/4 de centimétre cube A la dilution 10— de notre souche habi- 
tuelle d’épreuve (souche cerveau), ce qui représente 100 DL&50. 

L’observation des porcelets a été maintenue pendant quarante- 
cing jours. (Rappelons ici que les délais d’incubations expérimen- 
tales n’ont jamais dépassé trenle-cinq jours, au cours de nos 
nombreuses inoculations antérieures.) 

Les quarante-cing jours écoulés, Vexpérience a été considérée 
comme terminée et les résultats collationnés. 

Tous les porce!ets morts ont été autopsiés et nous avons fail, 
pour chacun de ces sujets, un examen histologique des centres 
nerveux. 


ReMARQUE : Si, au départ, les groupes A, B, C, D comprenaient 
ensemble 40 porcelets, nous n’en retrouverons que 36 dans les 
résultals, car au cours des trois mois de l’expérience, quatre sont 
morts fortuitement (deux d’entre eux d’abcés cérébraux apres 
épreuve, les deux autres de pneumonie a frigore). 


RESULTATS. 


TAUX DES ANTICORPS AVANT LA VACCINATION. — Aucun des 
animaux, au début de l’expérience, ne présentait des anticorps. 


2° TAUX DES ANTICORPS CINQUANTE JOURS APRES LA PREMIERE 
INJECTION DE VACCIN. — (Voir tableau.) 


OBSERVATIONS CLINIQUES ET HISTOLOGIQUES. — Apres l’épreuve 
intracérébrale, sur les 36 animaux vaccinés et les 5 témoins, les 
mortalités se sont échelonnées entre le neuviéme et le vingtiéme 
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jour. Les animaux malades ont succombé avec des symptomes 
cliniques caractéristiques de la maladie de Teschen. 

L’examen histo-pathologique a porté sur la moelle lombaire et 
le bulbe rachidien, les lésions observées étaient les lésions clas- 
siques de la maladie. Nous devons signaler que nous n’avons 
pas constaté de différence dans l’aspect ou V’intensité des lésions 
entre les animaux vaccinés et les témoins. 

La répartition de la mortalité dans les différents groupes est 
la suivante : 


Groupe A : porcelets n°® 092, 094, 096, 194. 
Groupe B : porcelets n°s 197, 198, 200. 
GrRoupPE C : porcelet n° 087. 
Groure D : Pas de mortalité. 
Groupl E : Les 5 animaux témoins sont morts. 
Discussion, 
1° R6LE DU GEL D’ALUMINE. — Comme nous l’attendions, les 


résultats confirment Vintérét de Vutilisation du gel d’alumine. 
Celui-ci permet d’obtenir une meilleure immunité : 


Dans la série A (virus sans gel) : 5 résistants sur 9. 

Dans la série C (virus + gel) : 7 résistants sur 8. 
Dans la série B (virus formolé sans gel) : 6 résistants sur 9. 
Dans la série D (virus formolé + gel) : 10 résistants sur 10. 


D’autre part, le nombre de porcelets présentant des anticorps 
est plus élevé : 


Série A (virus sans gel) : 2 porcelets sur 9 ont des anticorps. 
Série C (virus + gel) : 8 porcelets sur 8 ont des anticorps. 


Série B (virus formolé sans gel) : 2 porcelets sur 9 ont des anticorps. 


Serie D (virus formolé + gel) : 7 porcelets sur 10 ont des anticorps. 


Dans tous les cas les titres neutralisants sont plus élevés en 
présence de gel. 


2° ROLE DE L’ALDEHYDE FORMIQUE A 1,5 p. 1000. — Dans les 
conditions de l’expérience (immunisation par trois injections), les 
vaccins formolés ont procuré une protection au moins équivalente 
a celle engendrée par les vaccins correspondants sans formol : 


Dans la série A (virus sans formol) : 5 résistants sur 9. 

Dans la série B (virus formolé) : 6 résistants sur 9. 

Dans la série C (virus + gel sans formol) : 8 résistants sur 9. 
Dans la série D (virus + gel formolé) : 10 résistants sur 10. 
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Pour ce qui est de la production d’anticorps, l’addition de 
formol semble légérement défavorable, le nombre de porcelets qui 
en présentent étant plus faible : 


Dans la série A (virus sans formol) : 2 porcelets sur 9 ont des anti- 
corps. 

Dans la série B (virus formolé) : 2 porcelets sur 9 ont des anticorps. 

lians la série C (virus + gel sans formol) : 8 porcelets sur 8 ont des 
anticorps. 

Dans la série D (virus + gel + formol) : 7 porcelets sur 10 ont des 
anticorps. 


Les titres observés sont nettement défavorables au formol dans 
ja comparaison entre les séries C et D. 

Ils sont au contraire Jégérement favorables dans la comparaison 
entre les séries A et B. 

Ces résultats incitent & penser qu’il est strement intéressant de 
préparer un vaccin formolé, aux fins d’immunisation en régions 
indemnes. Il faut toulefois rappeler que l’excellente protection 
obtenue ne l’a été qu’en pratiquant trois vaccinations; et cela 
est extrémement difficile a réaliser dans les conditions de la pra- 
tique de brousse, pour ne pas dire impossible. 


3° RAPPORT ENTRE LA FORMATION D ANTICORPS CIRCULANTS ET 
L’APPARITION D' IMMUNITE REVELEE PAR EPREUVE INTRACEREBRALE. 
— Le simple examen des résultats expérimentaux ci-dessus montre 
Vévidence d’une dissociation entre la présence d’anticorps séro- 
neutralisants et la résistance a lépreuve intracérébrale. 

Des porcelets ne présentant pas d’anticorps ont résisté a 
Vépreuve, alors que d’autres présentant des anticorps ont suc- 
combé. 

Toutefois, un examen plus approfondi permet de préciser cer- 
taines modalités de cette dissociation, 

a) Le nombre des animaux ayant résisté a l’épreuve qui tue 
tous les témoins s’éléve, pour les quatre groupes A, B, C, D, 
ame Se 

Or, sur ces 28 résistants, si nous en trouvons 18 qui présentent 
des anticorps, 10 n’en ont pas. 

Ce sont les n* 095, 193, 196 (série A), 203, 204, 205, 206 
(série, B),, 209;. 213: 214 (série—D), 

Il est trés net que Vimmunité peut s’établir a l’échelon tissu- 
Jaire, sans qu’on puisse déceler d’anticorps circulants. Ces der- 
niers ne sont pas nécessaires. 

b) Si nous considérons les porcelets qui ont synthétisé des anti- 


corps séro-neutralisants, nous en comptons 19 dans l’ensemble 
des quatre groupes. 
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Comment ont-ils réagi & Jinoculation intracérébrale des 
100 DL50 de virus d’épreuve ? 

Nous en trouvons 18 qui ont résisteé. 

Un seul (le n° 087, série C) a succombé, bien que son sérum 
ait neutralisé au 1/80. 

Dix-huit résistants sur 19, c’est une proportion tres élevée ; 
elle nous permettra de considérer la présence d’anticorps neutra- 
lisants dans le sérum des animaux vaccinés comme un bon test 
de ?immunité anti-Teschen. 


RESUME. 


Le gel d’alumine améliore sensiblement la production d’anti- 
corps sériques et l’immunisation par un vaccin de culture. 

Le vaccin formolé a 1,5 p. 1000, a condition de faire trois 
injections, confére une bonne immunité, mais produit moins d’an- 
ticorps que le vaccin vivant. 

‘Les anticorps circulants sont souvent absents alors que l’immu- 
nité est bien établie. 

Par contre, en leur présence, il est trés rare qu’il n’y ait pas 
de résistance a l’épreuve intracérébrale. Ils peuvent étre consi- 
dérés comme de bons témoins de l’immunité. 


SUMMARY 


IMMUNIZATION AGAINST TESCHEN DISEASE BY MEANS 
OF A CULTURE VIRUS. 
ANTIBODIES AND IMMUNITY. 


Immunization and antibody production are greatly improved 
when an alumin gel is added to the vaccine. Three injections 
of a vaccine contaiming 1,5 p. 1 000 formol induce a good immu- 
nity, but a lower antibody titer than the living vaccine. 

Circulating antibodies often fail, although a solid immunity is 
realized. However, when circulating antibodies are present, the 
animals nearly always survive the intracerebral challenge infec- 
tion ; antibodies can be considered as a good evidence of immunity. 
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RELATION ENTRE LES LACTENINES 
ET LES AGGLUTININES DU LAIT DE VACHE 


par A. PORTMANN et J. AUCLAIR (*) 
(avec la collaboration technique d’Yvonne GATE). 


(Station Centrale de Recherches Laitiéres, Jouy-en-Josas |S.-et-O.}) 


I. — INTRODUCTION. 


Le lait de vache contient des substances antibactériennes, les 
« lacténines », dont le role est particuligrement important en 
technologie fromagére. En effet, les streptocoques lactiques 
utilisés pour la préparation des levains de fromagerie, et appar- 
tenant aux espéces Streptococcus cremoris, Str. lactis, et Str. dia- 
cetilactis, sont inhibés 4 des degrés divers par ces substances, 
Vinhibition ayant pour résultat un défaut d’acidification au cours 
de la fabrication du fromage. 

Plusieurs lacténines (L,, L,, Ls) ont été mises en évidence dans 
le lait de vache [4, 2]. 'L,, que l’on trouve en concentration élevée 
dans le colostrum, agit essentiellement sur Str. pyogenes. 
L., active sur diverses espéces de streptocoques : Sir. pyogenes 
(Richards), Sir. agalactiae (1 B), Sir. cremoris (972), Str. lactis 
(T1838 B), a été identifiée récemment comme étant la lacto- 
peroxydase [8, 4]. Enfin, nous avons montré que l’inhibition de 
certaines souches de streptocoques lactiques par le lait et surtout 
par le colostrum devait ¢tre attribuée a une ou plusieurs substances 
autres que L, et L,, et nous avons appelé L, la substance qui 
inhibe la croissance de Str. cremoris (760). 

Depuis longtemps il a été observé que certaines souches de 
streptocoques lactiques étaient agglutinées par le lait cru ou 
par Je lactosérum préparé a partir de ce lait, par action de ia 
presure par exemple. Plusieurs auteurs [5, 6} ont montré qu’il 
existait une relation directe entre ce phénoméne d’agglutination 
et inhibition de la production d’acide par les streptocoques 
lactiques. Me Phillips [6] en particulier a trouvé que toutes 
les souches de streptocoques lactiques « lentes A acidifier », 
c’est-a-dire sensibles 4 V’inhibition qu'il étudiait, étaient agglu- 
tinées par le lait cru. Il montra en outre qu’il était possible 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 4 juin 1959. 
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d’absorber spécifiquement les agglutinines du lait a laide 
d’ « antigeénes » préparés a partir des souches sensibles, Pabsorp- 
tion ayant pour effet de supprimer, en méme temps que l’agglu- 
tination, Vinhibition de la production d’acide observée chez les 
organismes correspondants. 

Le but du présent travail a été de préciser la relation qui existe 
entre les lacténines, responsables de l’inhibition des streptocoques 
lactiques (et différentes de la lactoperoxydase) et les agglutinines, 
responsables de Vagglutination de ces mémes germes et dont 
une des propriétés importantes est la faculté d’étre absorbée par 
des suspensions de ces germes. 

Nous avons pour cela traité du lait par des suspensions de 
différentes souches de streptocoques de facon a absorber les 
anticorps éventuellement présents dans ce lait, et nous avons 
mesuré simultanément Dactivité inhibitrice et le pouvoir agglu- 
tinant du lait ainsi traité vis-a-vis des mémes souches de 
streptocoques. 


I . — Mernones. 


1° Lair. — Le lait destiné aux essais était prélevé aseptiquement sur 
»lusieurs vaches reconnues précédemment indemnes d’infection de ta 
mamelle. Ce prélévement étaif réalisé au moyen de sondes spéciales 
reliées 4 des flacons de prélévement par des tubes de caoutchouc, Ie tout 
étant préalablement stérilisé 4 Vautoclave. Le lait ainsi recueilli était 
ensuite écrémé stérilement par centrifugation. 


2° CutrurEs. — 15 souches de streptocoques lactiques ont été utilisées : 

Gi) Swe Graton & Sy) Ws OO), IDI TE Ike eee Tle WS Iai Nib ale 
Gah, 1a: 

DwStiraiachise: Clg wey. 

c) Str. diacetilactis : DRC 3. 

Ces souches, en provenance de France, d’Angleterre, ou de Nouvelle- 
Zélande, sont couramment utilisées pour la préparation des Ievains de 
fromagerie. Elle ont été d’autre part employées par plusieurs auteurs 
pour l'étude des phénoménes d’inhibition des bactéries par le lait cru 
(Py Sy Oy Gh Fe tsill- 

Elles étaient entretenues pendant nos expériences par repiquage quo- 
tidien sur Jait tournesolé autoclavé (ensemencement & 10 p. 100 et incu- 
bation de six heures 4 30° C, puis conservation en glaciére). 


3° ABSORPTION DES ANTICORPS DU LAIT. — Des flacons de 300 ml de 
bouillon glucosé tamponné (pH 7,15) étaient ensemencés a 0,1 p. 100 
avec des cultures fraiches des souches A étudier et incubés pendant 
vingt heures A 30°C. Les cultures ainsi obtenues étaient chauffées 4 
63° C pendant trente minutes, puis centrifugées stérilement. Les cellules 
bactériennes ainsi tuées par la chaleur étaient recueillies, lavées avec de 
l’eau salée 4 0,8 p. 100 puis remises en suspension dans 6 a 8 ml 
d’eau salée. 
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La concentration en cellules bactériennes de ces suspensions était 
déterminée en mesurant la densité optique de dilutions convenables a 
l'aide d’un spectrophotométre Beckman D. U. On ajoutait alors au lait 
un volume de suspension correspondant & une concentration finale 
d’environ 1 milliard de cellules par millilitre (en général 4 4 5 ml 
de suspension pour 100 ml de lait). Les flacons de lait étaient ensuite 
placés pendant deux heures trente dans un bain-marie réglé a 42° CG, 
puis A la glaciére pendant dix-huit a vingt heures. 

Le lait était alors débarrassé des bactéries par centrifugation stérile 
el utilisé tel quel pour la mesure de lactivité inhibitrice et du pouvoir 
agglutinant vis-a-vis des différentes souches de bactéries. 


4° MESURE DE L’ACTIVITE mHIBITRICE. — L’échantillon de lait était dilué 
dans du lait autoclavé (110° C, trente minutes) 4 l’aide d’une seringue 
spéciale [9]. Ces dilutions étaient réparties 4 raison de 1 ml dans des 
tubes de 18x180 mm et additionnées de 1 ml de lait autoclavé ense- 
mencé 4 0,01 p. 100 & aide de la souche de bactéries 4 étudier. Pour 
certaines souches, qui se développent mal dans le lait autoclavé, l’ense- 
mencement était fait soit dans du lait autoclavé additionné de 50 p. 100 
(v/v) de lait chauffé 4 90° C (vingt minutes) (R 1, 803, ML 1) soit dans 
du lait chauffé 4 90° C (HP). Aprés une incubation de quinze heures 4 
30° €, Vacidité des cultures était déterminée a laide d’un pH-métre a 
électrode de verre. 

Les courbes obtenues en portant sur un graphique le pH des cultures 
en fonction des dilutions permettaient d’exprimer l’activité inhibitrice 
de chaque préparation en fonction de l’activité du lait non traité (p. 100 
de Vactivité initiale). 

Dans le cas de la souche 972, souche sensible 4 la lactoperoxydase en 
méme temps qu’a un autre inhibiteur [2], le lait était préalablement 
traité par l’azide de sodium A la concentration finale de M/5 000 (quatre 
heures, a la température du Jaboratoire), afin d’inactiver la lactoper- 
oxydase. 


5° MESURE DU POUVOIR AGGLUTINANT. — Les différentes préparations de 
lait étaient diluées au 1/2, au 1/4, au 1/8, etc., dans de l’eau salée 3 
6,8 p. 100 et I goutte de chaque dilution était déposée sur une lame 
de verre. 

On ajoutait ensuite I goutte d’une suspension de la souche de bactéries 
a essayer, suspension préparée comme précédemment, mais ajustée a une 
densité optique de 0,800 (contenant environ 700 4 900 millions de cellules 
par miliilitre). On observait agglutination des bactéries au microscope 
i contraste de phase. Le pouvoir agglutinant de chaque préparation de 
lait était exprimé par la derniére dilution donnant une agglutination 
des bactéries. 


Ill. — Resurrars. 


Parmi les 15 souches de streptocoques essayées, 11 présentaient 
un inhibition marquée dans le lait non traité. Ce sont : 972, E 8, 


760, DR7, K, 808, Rl, US 3, KH, ML1, HP. Ces souches ont 
déja été reconnues « sensibles » par plusieurs auteurs ‘2, 3, 5, 
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6, 7, 8]. Elles se sont montrées par ailleurs agglutinées par fe 
dait non traité jusqu’aux dilutions 1/8 ou PAG: 

Par contre, les 4 autres souches, C Se C10) Tea DRGs: 
n’étaient ni inhibées, ni agglutinées par le méme lait non traité. 


Tapreau I. 


Activité imhibitrice du lait absorbé vis-A-vis des souches suivantes 1 
( @ de l'activité du lait non traité ) 


fait absorbs par 1 


Les tableaux I et II donnent l’activité inhibitrice et le pouvoir 
agglutinant des différentes préparations de lait « absorbé » par 
les 15 souches de streptocoques (sensibles et résislantes), vis-a- 
vis des 11 souches sensibles. 

On constate tout d’abord que le lait absorbé par les souches 
résistantes reste inhibiteur et conserve son pouvoir ageglutinant 
vis-a-vis de toutes les souches sensibles. 
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En ce qui concerne ces derniéres, on voit que le lait traité par 
une souche sensible donnée perd pratiquement toute activité 
inhibitrice et tout pouvoir agglutinant a la fois vis-a-vis de cette 


Tasceau II, 


Pouvoir agglutinant du lait absorbé vis—d-vis des souches suivantes 3 
(dernigre dilution présentant une agglutination) 


mT 


1/8 


méme souche et vis-a-vis d’une ou plusieurs autres souches 
sensibles. 

Les tableaux I et II montrent une corrélation étroite entre les 
phénomenes d’inhibition et d’agelutination observés pour chaque 
souche dans les différentes préparations de lait. 
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Suivant le comportement des différentes souches dans les laits 
absorbés, on peut reconnaitre 5 groupes de souches réagissant 
de fagon identique : Premier groupe : 760, DR7, K. Deuxiéme 
groupe : E 8, 972. Troisiéme groupe : 8038, R 1, US 3. Quatriéme 
groupe : KH, ML 1. Cinquiéme groupe : HP. 

Enfin, alors que le lait absorbé par une souche sensible donnée 
perd presque totalement son activité inhibitrice et son pouvoir 
agglutinant vis-a-vis des souches du méme groupe (il reste 0 a 
5 p. 100 de Vactivité initiale), ce méme lait perd souvent une 
partie, mais une partie seulement, de son activité vis-a-vis des 
souches sensibles des autres groupes. 


IV. — Discussion. 


La relation étroite, constatée entre les phénomeénes d inhibition 
et d’agglutination des différentes souches de streptocoques lac- 
tiques par le lait cru, laisse penser que les substances respon- 
sables de ces deux phénoménes sont vraisemblablement identiques. 

Ces substances (a l’exclusion de la lactoperoxydase, ou lac- 
ténine L,, active en particulier sur 972) sont douées d’une spécifi- 
cité assez étroite puisque, sur 11 souches de bactéries sensibles 
a l inhibition et a agglutination, on a pu reconnattre par la méthode: 
d’absorption des anticorps 5 groupes distincts. 

L’ensemble des résultats obtenus suggére qu inhibition et agglu- 
tination résultent vraisemblablement d’une réaction immunologique 
entre des anticorps présents naturellement dans le lait de vache 
et certaines souches de streptocoques lactiques. 

Ces anticorps, doués de propriétés inhibitrices et agglutinantes, 
se trouvent en forte concentration dans le colostrum [2] et dans ‘e 
sang [10]. On sait par ailleurs que le colostrum et le sang ont des 
teneurs en immunoglobulines nettement plus élevées que le 
lait [44]. 

Enfin, le fait que certaines souches de bactéries sensibles sont 
capables d’absorber partiellement les anticorps correspondant aux 
bactéries d’un autre groupe indique l’existence de réactions. 
croisées entre bacléries de groupes différents. 


SUMMARY 


THE RELATIONSHIP BETWEEN LACTENINS AND AGGLUTININS 
OF COW'S MILK. 


The inhibitory activity and the agglutinating power of cow’s milk 
have been studied on 15 strains of lactic acid streptococci. 

Eleven of these strains have been found sensitive to both inhi- 
bition and agglutination, the 4 others being resistant: 
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By absorption of raw skimmed milk with suspensions of these 
bacteria, it has been possible to divide the 11 sensitive strains 
into 5 groups according to their behaviour in the absorbed milk. 
A constant relationship has been found between inhibition and 
agglutination, indicating that both phenomena may be due to the 
same substances. 
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LA CAPACITE DES MYCOBACTERIES SAPROPHYTES 
DE TOLERER H202 
(INDIQUEE PAR LE CHANGEMENT 
DU POTENTIEL D’OXYDO-REDUCTION) 
ET SES RAPPORTS AVEC LEUR SENSIBILITE A L’INH 
ET LEUR ACTIVITE CATALASIQUE 


par L. LUGOSI (*). 


(Institut National de Tuberculose « Koranyi », 
Service de Bactériologie, Budapest 
{Directeur : M. Bészérminy1, Directeur scientifique : I. Forves, 
Chef de Service : I. Szazo}). 


Depuis les travaux de Middlebrook les relations entre la sensi- 
bilité a PINH des Mycobactéries et leur activité catalasique ont 
été l'objet de nombreuses recherches [4, 2, 3, 4, 5]. Les Myco- 
bactéries saprophytes sont naturellement plus résistantes 4 INH 
que les souches parasites, bien qu’elles manifestent en méme 
temps une activité catalasique plus accentuée. Reste a savoir 
si elles peuvent étre employées dans des expériences destinées 
a analyser le mécanisme des relations existant entre ces deux 
phénoménes. 

L’action toxique de H,O, sur les Mycobactéries dépourvues 
de catalase ou a activité catalasique faible a été étudiée par 
Bénicke {6}, Knox et coll. [7], Barry et coll. [8], ainsi que par 
Kreis et Le Joubioux [9]. 

Wilson et coll. ont attiré J’attention sur le changement du 
potentiel d’oxydo-réduction qui se produit pendant le développe- 
ment des mycobactéries [40]. Ce changement, dans le cas des 
Mycobactéries parasites et saprophytes, mesuré pendant le déve- 
loppement des cultures et exprimé en fonction du temps donne 
une courbe caractéristique. 

Le but de notre recherche élait, en employant comme modeéle 
des Mycobactéries saprophytes, d’étudier au cours de leur 
développement les rapports entre leur sensibilité a VINH, leur 


(*) Manuscrit regu le 13 janvier 1980. 
Annales de UInstitut Pasteur, 97, n® 4, 1959. 39 
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activité catalasique et l’action toxique de H,O,. Comme indicateur 
nous utilisons les valeurs du changement du potentiel d’oxydo- 
réduction constatées pendant le développement des cultures. 


TECHNIQUE. 


Souches examinées 

1° M. frieburgensis : 

a) La souche originale inhibée par une concentration de 1 ug 
d’INH/ml. 

b) Une variante de cette méme souche rendue résistante in vitro 
en milieu liquide & des concentrations allant jusqu’d 80 wg d’INH/ml. 

2° M. phlei 

a) La souche originale inhibée par une concentration de yg d’INH/ml. 

b) Une variante de cette méme souche rendue résistante in vitro en 
milieu liquide 4 des concentrations allant jusqu’’ 80 wg d’INH/ml. 

3° M. pellegrino 

a) La souche originale résistant naturellement & une concentration 
de 2 500 ug/ml. 

b) Une variante de cette méme souche entretenue sur un milicu 
liquide contenant 80 wg d’INH/ml. 


DETERMINATION DE L’ACTIVITE CATALASIQUE, — Andrejew, Tacquet 
et Gernez-Rieux ont constaté que, pour étudier l’activité cata- 
lasique des Mycobactéries, il fallait prendre en considération 
les régles essentielles de la cinétique enzymatique [44]. Nous 
avons déterminé l’activité catalasique des souches employées 
dans nos recherches selon les méthodes dont se sont servis ces 
auteurs et selon les principes concernant les bases théoriques 
de la détermination de Sumner et Somers [42]. Un poids donné 
de la culture agée de 10 jours est placé dans 25 ml de solution 
tampon phosphate a pH 6,8. On y ajoute 45 ml d’eau distillée 
stérile. Aprés addition de 5 ml de H,O, a 1 p. 100 on détermine 
Vactivité catalasique sur des fractions aliquotes de 5 ml prélevées 
i des intervalles définis aprés une acidification par 5 ml 2N de 
H,SO, par un titrage de 0,05 KMnO,. Nous déterminons la valeur 
de la constante de la vitesse de réaction au point de la section 
extrapolée au temps zéro de la courbe du systéme «le coor- 
données log k-t. Nous obtenons la valeur de lactivité catala- 
sique des souches examinées en cherchant le quotient de la cons- 
{ante de vitesse de la réaction par le poids de bactéries en grammes. 


Le sysTiME DE MESURE DU CHANGEMENT DU POTENTIEL D’OXYDO- 
REDUCTION. — On mesure 100 ml de milieu Sauton dans des 
flacons d’Erlenmeyer de 200 ml. On ferme les flacons avee un 
bouchon de coton. Percant ce bouchon de coton plongent dans 
la culture: 1° Une électrode de platine, 2° Un pont-électrode 
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en verre, d’un diametre de 8 mm, d’une longueur de 200 mm, 
fermé au bout avec un cylindre d’argile cuite, contenant une 
6lectrode agar-calomel saturée. 3° Un tube de verre d’un dia- 


métre de 6 mm, d'une longueur de 
200 mm, a bout effilé, « injecteur » 
pour H,O, [9} (fig. 1). 


MESURE DE L’AcTION DE H,O,. — On 
ensemence les milieux avec une anse 
dune culture Agée de 120 heures. On 
incube les cultures a |’étuve a 37° C 
pendant cent quarante-quatre heures. 
Dans desséries paralleles de dix flacons 
d’Erlenmeyer on ajoute aux heures 
zéro, 24, 48, 72 et 96, par tube « injec- 
teurs> 10 ml ide HO, a 1 p. 100 (soit 
1000 wg H,O, pour 1 ml du milieu). 
Le groupe témoin ne recoit pas de 
H,O,. Pendant les cent quarante-quatre 
heures de culture toutes les vingt-quatre 
heures, ainsi qu’immédiatement aprés 
Vaddition de H,O,, on mesure le chan- 
gement du potentiel d’oxydo-réduction 
entre les électrodes de platine et de 
calomel par la méthode électrométrique 
de compensation. On exprime les 
moyennes des valeurs mesurées en mV 
en fonclion du temps et on les porte 
sur un graphique. 


RESULTATS. 


Ils sont résumés dans le tableau l. 

L’activité catalasique caractérisée 
par la constante de vitesse exprimant 
le caractére de la réaction enzymatique, 
ainsi que le changement du_potentiel 
d’oxydo-réduction mesurable pendant 
le développement des cultures témoins 
et de celles exposées a H,O, sont 
résumés dans les figures 2. 3 et 4. 
Nous représentons les valeurs caracté- 


Fic. 1. — Schéma du systéme 
de mesure du potentiel d’oxydo- 
réduction, 


ristiques de la constante de vitesse représentée graphiquement 
dans le syst¢me de coordonnées log/a-x/-t par la tangente de 
Yang'e de la droite. Nous représentons graphiquement le chan- 
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eement du potentiel d’oxydo-réduction dans le systeme de 
coordonnées mV-t. 

Sur les figures les caractéristiques observées chez les diffé- 
rentes souches sont les suivantes : 

1° Concernant lVactivité catalasique : 

a) L’activité catalasique des trois souches est trés différente. 

b) L’adaptation a VINH augmente nettement l’activité cata- 
lasique des trois souches. 


Tanteau I. — Sensibilité A VINH, constante de vitesse et activité 
catalasique des souches examinées. 


Sensibilité 10g/a—x/_ k: extrapolé au Activité 
Souches a INH f =tg% | temps zéro | catalasique 
1,0 pg/ml 0,44 
M. frieburgensis 80.0 22° 0.10 0.88 
eal — 
OP nen 250 0,08 0,60 
M. phier SOO! me 45° 0,16 1,75 
ip ZEOOO unk 77° | 0,64 ss 0,95 
M pellegrino entretenue sur 
{80,0 wo/mi_ | BI° 0,90 1,30 


2° Concernant le changement du potentiel d’oxydo-réduction : 

a) Les courbes des cultures témoins montrent un cours régulier. 

b) L’H,O, injecté aux heures zéro, 24, 48, 72 et 96 augmente 
Ja valeur du potentie] d’oxydo-réduction. On peut constater un 
rapport entre Vaugmentation du potentiel, Vactivité catalasique 
et le développement des souches. 

La figure 2 montre que l’activité catalasique de M. friburgensis 
adapté rendu résistant a 80 pg d’INH/ml, est plus intense que 
celle de la souche originale. Le changement du potentiel d’oxydo- 
réduction montre que, dans les flacons traités a Vheure zéro avec 
H,O,, il n’y a pas de croissance. Dans ceux traités & la vingt- 
quatriéme heure la souche originale seule montre un dévelop- 
pement. Dans les flacons traités aprés quarante-huit heures la 
souche originale se développe, mais chez la souche adaptée la 
croissance aprés une phase de latence augmentée n/’atteint que 
le commencement de la phase « log ». Aux heures 72 et 96 les 
souches traitées dans la phase « log » de leur croissance sont 
capables de se défendre contre Vaction toxique de H,O,. 

Les deux souches (originale et adaptée) de M. phlei montrent 
une activité catalasique nettement plus élevée que celle de 
M. friburgensis. L’activité catalasique de la variante adaptée 
est encore plus intense. ‘L’action toxique de H,O, sur le dévelop- 
pement de la souche adaptée n’est constatable que dans le chan- 
gement du potentiel d’oxydo-réduction des souches endommagées 
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Vheure zéro. Méme dans ce cas il n’y a qu'un retard restreint 
dans la phase initiate du développement, c’est-a-dire dans ia 
phase de latence. D’ailleurs a la fin des cent quarante-quatre 
heures toutes les souches, celles traitées a Vheure zéro et celles 
traitées aux autres moments, achévent leur développement (fig. 3). 

M. pellegrino montre le comportement le plus frappant. 
Les deux variantes de la souche montrent une activité catala- 
sique trés élevée. L’activité catalasique de la souche adaptée est 
encore plus accentuée, Malgré cette activité catalasique extra- 
ordinairement élevée les deux variantes ne sont capables de se 
défendre contre l’action toxique de H,O, ni a lheure zéro, ni 
a Vheure 24. Un développement sans trouble ne peut se constater 
que lorsque les souches sont traitées a partir de la quarante- 
huitiéme heure. La cause en est vraisemblablement la forme 
poudreuse, aisément endommageable et se multiphant par cel- 
lules isolées et non sous forme de voile ou de pellicule comme 
les Mycobactéries typiques (fig. 4). 


Discussion. 


Une hypothése généralement acceptée est que, dans le méca- 
nisme d’action de INH, le changement de fonctionnement de 
enzyme catalasique joue un role décisif. Il est bien connu que 
VINH reste sans effet sur les microorganisme anaérobies, qui 
n’ont pas de catalase. Les Mycobactéries saprophytes (selon ta 
classification de McLeod) font partie du groupe des bactéries 
aérobies catalase-positives, produisant de VH,O, [44]. Bien que 
les Mycobactéries saprophytes aient une activité catalasique trés 
forte, elles sont presque imsensibles a VINH. L’hypothése du 
rapport entre la sensibilité & VINH et la teneur en catalase, 
cest-a-dire, entre le mécanisme de l’effet dINH et lactivité 
catalasique, n’est plus valable dans le cas des Mycobactéries 
saprophyles. 

D’aprés la théorie plus récente de Kriiger-Thiemer [45], Veffet 
bactériostatique de VINH ne consiste pas dans son action nui- 
sible immédiate sur Venzyme catalasique, mais est plutdt le 
résultat dun inhibitution compétitive sur le coenzyme I et le 
coenzyme II, par INH. 

Selon Andrejew, Gernez-Rieux et Tacquet (416], et Tirunarayanan 
et Vischer [47], les Mycobactéries saprophytes n’ont pas d’enzyme 
peroxydasique. Ces microorganismes ne peuvent se défendre 
contre action de H,O, qu’avec leur catalase. D’aprés ces 
auteurs, les Mycobactéries parasites au cours du développement 
de leur résistance & VINH, perdent d’abord leur activité 
peroxydasique. 
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Avee notre méthode d’examen dynamique nous avons pu 
constater qu’entre la sensibilité & VINH des saprophytes et leur 
activité catalasique, il n’y avait pas de parallélisme. Il n’y a pas 
de rapports étroits entre la sensibilité & INH et Vactivité de la 
catalase chez les saprophytes déja naturellement moins sensibles 
a VINH et leurs variants adaptés. Les souches tolérant bien PINIL 
ont une activité catalasique, et cette activité catalasique n’est pas 
atteinte par l’action de VINI; c’est par la catalase seule que ces 
souches peuvent se défendre contre l’effet toxique de H,Os. 

Selon Barry et coll. [8], le développement des souches résistantes 
a PINH peut étre empéché par 1,5 a 4,0 pg de H,O,/ml. D’aprés 
nos recherches, l’effet bactéricide de H,O, est plus accentué sur 
les bactéries en phase de repos des souches résistantes a VINH, 
qu’au cours de la phase du développement actif. 

Nos recherches (au cours desquelles nous avons employé une 
concentration toxique de 1 000 wg H,O,/ml) nous ont montré que 
les Mycobactéries saprophytes naturellement résistantes a2 INH 
et leurs variantes adaptées, au cours des différentes phases de leur 
développement, supportent l’effet toxique de H,O, de la maniére 
suivante : 

1° A la phase de latence les bactéries de quelques souches au 
stade de repos ne peuvent se défendre ou ne se défendent que 
trés difficilement contre leffet toxique. 'L’inhibition de la crois- 
sance est signalée non seulement par la valeur positive trés 
élevée et persistante du potentiel d’oxydo-réduction, mais aussi 
par V’absence visible de culture. Chez les souches traitées par 
H,0, a la phase précoce du développement, nous n’avons pas 
pu constater de croissance en voile a la surface du milieu de 
culture. 

2° Les cultures traitées par H,O, dans la phase « log » (méme 
celles qui, dans la phase de latence, étaient lésées) se défendaient 
bien contre l’effet toxique. Cette capacité de défense s’accentue 
encore dans le développement de la culture. Le potentiel d’oxydo- 
réduction qui s’élevait & la suite du traitement par H,0,, revenait 
peu de temps apres a sa valeur originelle et suivait une évolution 
semblable a celui des souches témoins. Dans cette culture fa 
pellicule superficielle, richement formée, ne montrait aucune 
atteinte et la culture se développait de fagon continue. 


RESUME. 


1° Nous avons examiné les rapports entre la sensibilité a VINH, 
l’activité catalasique et la capacité de tolérer H,O, des Myco- 
bactéries saprophytes. M. friburgensis, M. phlei, M. pellegrino. 
2° Nous avons déterminé l’activité catalasique sur la base des 
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principes de la cinétique de la réaction enzymatique, la capacité 
de tolérer H,O, suivie au moyen du changement du_potentiel 
d’oxydo-réduction mesurable pendant la croissance. 


3° Nos recherches nous ont permis de constater que : 


a) Il n’y a pas de rapport étroit entre le degré de sensibilité 
a VINH et l’activité catalasique des Mycobactéries saprophytes 
naturellement résistantes a4 INH et ne possédant que l’enzyme 
catalasique ; 

b) Les souches examinées résistent bien a leffet toxique de 
H,O,, surtout dans la phase « log » ; quelques-unes montrent 
un comportement différent dans la phase de latence de ta 
croissance. i 


* 
xk 


L’auteur remercie M™ K. Varga de son précieux concours 
technique. 
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Recent progress in microbiology. 1 vol., 453 p., Almaqvist et Wiksell 
édit., Stockholm, 1959. Prix : 48 couronnes suédoises. 


Ce volume contient les textes des communications présentées au 
Vile Congrés International de Microbiologie, qui s’est tenu Aa 
Stockholm en 1958, réunissant un grand nombre de participants, et 
qui avait été lui-méme divisé en six Symposiums : Les mécanismes de 
recombinaison chez les bactéries. Réle des protéines dans la synthése 
des acides aminés et réle des acides nucléiques dans la synthése des 
protéines. Anticorps tissulaires. Infections A virus masqués et latents. 
Klevage des animaux stériles. Les méthodes de culture continue et 
leurs applications. 

Une partie des discussions qui ont suivi les communications est 
également publiée. 

Ea 


A. Wilson et H. 0. Schild. — Applied Pharmacology. 9th édit., 1 vol., 
JOUR Spe elGp) fier, Js) et AG Churchill édatee Londres, 91959: 
Prix : 50 shillings. 


La 9° édition de cet ouvrage de pharmacologie est une révision et 
mise 4 jour de la 8° édition parue en 1952. Les chapitres, pour la 
plupart, ont été remaniés et de nouveaux chapitres ont été ajoutés, 
notamment ceux concernant la pharmacologie de la tuberculose et la 
psycho-pharmacologie. Cet ouvrage est destiné aux étudiants, mais 
sera d’un secours & tous ceux qui s’occupent de pharmacologie ou de 
pharmacodynamie. 


Bee 
M. Rinkel et H. E. Himwich. — Insulin Trealment in Pshychiatry. 
1 vol., 386 p., Philosophical Library, édit., New-York, 1959. 


Prix ; 5,00 $. 


Cet ouvrage contient les actes de la Conférence internationale sur 
l’insulinothérapie en psychiatrie. On sait que ce traitement a été 
l’objet de nombreuses critiques durant ces derniéres années ; il était 
néanmoins intéressant de connaitre les raisons qui ont assuré son 
succés. Celui-ci est en partie attribuable aux modifications de nos 
conceptions sur le réle de ]’hépital psychiatrique, il y a environ vingt- 
cing ans. Un traitement de ce type pouvait ramener un certain intérét 
vers les malades mentaux, et surtout les schizophrénes considérés 
comme inaccessibles A la psychothérapie. La lecture des différentes 
communications et des discussions permet de se rendre compte des 
opinions trés contradictoires, mais aussi de conclure que J’insulino- 
thérapie n’est pas encore condamnée d’une maniére irréfutable, et a 
la nécessité de rapprocher la biochimie de la psychiatrie. " 

Aen. 
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C. W. Garter, R. V. Coxon, D. S. Parsons et R. H. S, Thompson. — 
Biochemistry in relation to Medicine, 3th édit., 1 vol., 628 p., 
Longmans, Green and C°, édit., Londres, New-York, Toronto, 
1959. Prix : 50 shillings. 


La 3° édition de cet ouvrage est une révision de la 2° édition parue 
en 1953. Les chapitres nouveaux concernent la digestion, |’absorption 
intestinale et les glandes 4 sécrétion interne. La plupart des chapitres 
eixstant déja ont été remaniés, vu les développements apportés ces 
derniéres années. 

Ce livre est concu pour les étudiants en biochimie et physiologie 
médicales, mais c’est également un bon ouvrage de base pour tous 
les biologistes. 

Baeele 


Methods of geographical pathology. 1 vol., 72 p., Blackwell Scientific 
publications, Oxford, 1959. 


Ce rapport composé par un groupe d’étude est le compte rendu 
d'une réunion qui s’est tenue 4 Paris en 1957. Il se propose d’étudier 
les méthodes de pathologie géographique. Il est divisé en onze chapitres 
auxquels s’ajoutent deux appendices consacrés & des études pratiques 
faites 4 Formose et & Johannesburg. Cette étude a déja été faite dés 
1860 par le Prof. Hirsch, de l’Université de Berlin, mais les méthodes 
alors employées s’adaptaient mal a l'étude des maladies non _ infec- 
tieuses et il a été trés difficile d’en tirer des conclusions satisfaisantes. 

Les différents chapitres de cette plaquette étudient l’usage et les 
indications de la pathologie géographique, les méthodes classiques et 
leur utilisation adaptée aux conditions modernes, les types de morbi- 
dité, le choix des populations 4 examiner, les méthodes d’enregistre- 
ment des cas et les conditions spéciales propres A cette étude. 

Certes, tout ce travail est difficile 4 mettre sur pied, mais le climat 
de lVopinion est actuellement favorable 4 la recherche internationale. 
Il est souhaitable que des fonds puissent étre trouvés pour la mener 
a bien. 


Hes: 


La Biologie des Homogreffes. Colloques internationaux du C.N.R.S. 
I vol. 284 p., Centre de la Recherche Scientifique, 13, quai 
Anatole-France, Paris-7°, édit. Prix : 2 200 fr. 


Il n’y a guére plus de six ans que l’importance des réactions immu- 
nitaires est admise dans la biologie des homogreffes. Durant ces 
quelques années, un trés grand nombre de travaux dont les résultats 
sont parfois difficiles 4 coordonner, ont été poursuivis. Pour les non 
spécialistes, certaines des théses soutenues sont contradictoires. C’est 
pourquoi la réunion dans cet ouvrage des communications des dif- 
férents participants aux colloques présente un intérét réel. Les diffé- 
rentes communications sont groupées en 3 parties, concernant Ja 
biologie générale, l’embryologie et lV’immunologie. On y_ trouvera 
notamment : les greffes bréphoplastiques, la technique d’Algire d’uti- 
lisation des chambres transparentes & diffusion, ou les résultats de 
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Greene, concernant la transplantation dans la chambre antérieure de 
Voeil. On lira aussi avee intérét les résultats obtenus en chirurgie 
plastique, avec la peau d’embryon de bovidés. Dans le chapitre concer- 
nant !’Immunologie, sont passés en revue : les réactions de la greffe 
contre le receveur, le rdle de la tolérance immunitaire dans la para- 
biose embryonnaire et le phénoméne de préparation immunologique 
des homogreffes, aprés action d’un antisérum spécifique, ainsi que 
le rdle du stimulus antigénique dans Vimmunité de transplantation 
de peau ; la tolérance indirecte chez les nouveau-nés_ vis-a-vis des 
greffes de peau de leur pére avec injection de leucocytes paternels. 
Cet ouvrage contient aussi l’essentiel de nos connaissances dans le 
domaine des homogreffes. La participation des plus célébres spécia- 
listes de ce domaine est une garantie de la qualité de la rédaction. 
A. FE. 


Ciba Foundation Symposium on the regulation of cell metabolism. 
1 vol., 387 p., 109 fig., J. et A. Churchill, édit., Londres, 1959. 
Prix: 02S, 6d: 


Les problémes qui se sont posés au cours de ce Symposium portent 
sur les différents systémes de régulation du métabolisme cellulaire. 
C’est le premier ouvrage qui groupe toutes Jes données actuelles 
concernant ces problémes si importants. Les premiers chapitres portent 
sur la régulation de la respiration cellulaire et sur le contréle de 
lutilisation de l’oxygéne. D’autres chapitres traitent de la régulation 
de la glycolyse et du rdle de la triphosphopyridine nucléotide ou 
TPN, et essayent d’expliquer lVeffet Pasteur. Enfin les derniers articles 
portent sur les divers modes de régulation enzymatique : linduction 
enzymatique elle-méme, la répression de la synthése enzymatique par 
le produit final de la chaine de réactions, le mécanisme de feed-back » 
ou d’autorégulation, et le systéme de « perméases », sont les systemes 


les plus importants de régulation enzymatique. 
Basi: 


Al. Burges. — Microorganisms in the soil. 1 vol., 188 p. (175 réf.) 
Hutchinson and C°, édit., Londres, 1958. 


Vue d’ensemble, forcément incompléte mais concise et vivante, sur 
les microorganismes du sol. L’auteur envisage d’abord le cadre de vie 
de ces microorganismes : de la formation du sol & sa constitution en 
profil, nous en sommes rapidement conduits a sa structure, avec les 
principales propriétés de ses quatre constituants (matiére minérale, 
matiére organique, solution du sol et atmosphére du sol). Puis vient 
Ja description trés sommaire des organismes présents dans le sol : 
champignons, actinomycéttes, algues, nématodes et protozoaires ; les 
genres les plus fréquents dans le sol sont cités. Au chapitre suivant, 
l’auteur mentionne Jes méthodes de numération les plus courantes 
adaptées & ces microorganismes, en discutant de leurs conditions et 
de leur valeur respectives : soit, méthodes générales de comptage de 
la micropopulation (directes au microscope, ou indirectes par culture), 
soit, méthodes spéciales 4 chacun des groupes préalablement distingué. 
Le probléme de 1’état des organismes dans le sol est ensuite soulevé : 
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fréquence relative des formes mycéliennes et des spores pour les cham- 
pignons (avec la fungistase), groupements en colonies et localisation 
des bactéries, fréquence relative des formes actives et des kystes pour 
les protozoaires. Suit un chapitre sur la distribution des germes dans 
le sol, en fonction de la profondeur (reliée 4 la composition du_ profil) 
et en fonction du voisinage des racines (effet rhizosphére). Un autre 
chapitre apporte des notions générales d’écologie, avec la qmestion 
d’une classification écologique des microorganismes du sol (évocations 
classiques de la flore zymogéne et de la flore autochtone, des groupes 
nutritionnels), avec, aussi, le probléme de Ja distribution des germes 
dans les divers sols (préférences ou tolérances écologiques), avec, enfin, 
la question de la compétition et des antagonismes entre espéces, 
y compris le sujet, toujours débattu, de la production d’antibiotiques 


x 


dans le sol. Nous assistons, ensuite, & une bréve évocation du rdéle des 
germes dans les cycles des principaux éléments essentiels a la vie: 
cycle du carbone (avec la question de mesure du CO, dégagé par le sol), 
cycle de l’azote dans ses divers chainons, cycle du soufre et transfor- 
mations de quelques minéraux (Ca, Mg, Na, K, Mn). Aprés quelques 
pages consacrées a l’influence de l’homme sur la micropopulation 
tellurique (par les méthodes de culture et d’entretien du sol), l’auteur 
termine son analyse en rétablissant le sol dans sa complexité originelle, 
par la notion tout a fait classique du sol « systéme en équilibre dyna- 
mique ». I] évoque les fluctuations incessantes de sa micropopulation, 
en opposition avec sa relative stabilité, une fois atteint un certain 
équilibre, auquel participent, d’ailleurs, les synergies entre micro- 
organismes. 


HedesB: 


La méthode des indicateurs nucléaires dans l’étude des transports actifs 
d’ions, I colloque de Biologie de Saclay. 1 vol., 196 p. Pergamon 
Press, 1958. Prix : 60 shillings. 


Cet ouvrage est le compte rendu des 11 rapports du I*® colloque de 
Biologie de Saclay. 

Les auteurs, utilisant la méthode des indicateurs nucléaires, essayent 
d’élucider les modalités et le déterminisme du passage des ionss 
a travers les membranes cellulaires. Les problémes discutés intéressent 
les domaines les plus divers de la biologie puisqu’ils concernent notam- 
ment la neuro-physiologie, Ja physiologie du muscle, du rein et méme 
l’endocrinologie. 


ints. Bi 


J. R. Baker. — Principles of biological microtechnique. 1 vol. 357 p., 
Methuen et CG, édit., Londres, 1958. Prix : 45 shillings. 


Cet ouvrage s’adresse aux chercheurs, professeurs et étudiants de 
pathologie, histologie, cytologie, zoologie et botanique. Divisé en deux 
parties : fixation et coloration, auxquelles s’ajoute un appendice, orné 
de figures et de photographies, c’est un précis clair sur la fixation et 
la coloration des coupes. Une courte histoire du produit utilisé rend 
la lecture plus attrayante. 
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Le chapitre Fixation décrit les réactions des fixateurs avec divers 
matériels, celui consacré & la coloration comporte une classification 
des produits et indique les effets directs et indirects des colorants sur 
les coupes. Enfin l’appendice décrit des expérimentations. 

Ce volume sera d’une utilité incontestable pour tous ceux qu’inté- 
ressent les recherches, aussi bien que pour les techniciens de labo- 
ratoire. 

ssOrs dbj. 


Sensitivity reactions to drugs. A Symposium organized by the Council 
for International Organizations of medical Sciences. 1 vol., 
336 p. Blackwell Scient. Publ., Oxford, et Masson et Ci*, Paris, 
édit., 1958. Prix : 35 shillings. 


Dans une introduction, M. L. Rosenheim précise qu’au cours de ce 
Symposium qui, primitivement, devait étre consacré A la sensibilisation 
et aux réactions allergiques aux médicaments, ont été également 
étudiés divers effets, souvent difficilement dissociables, des médi- 
caments. 

1° Effets toxiques provoqués par le surdosage (absolu : immédiat ou 
cumulatif) ou relatif (élimination anormale des rénaux ; taux abaissé 
du potassium déterminant une sensibilité accrue a la digitale, etc.). 

2° Intolérance (lorsque les effets toxiques sont provoqués chez cer- 
tains sujets, par des doses trés inférieures A la dose toxique normale). 

3° Effets paralléles, indésirables mais inévitables. Effets spécifiques 
tels Jes effets hypnotiques de certains anti-histaminiques ; ou non 
spécifiques : ictére suivant administration de chlorpromazine. 

4° Effets secondaires (moniliase suivant l’administration d’antibio- 
liques). 

5° Idiosyncrasie (réaction anormale non provoquée habituellement 
par un médicament, telle l’anémie hémolytique due a la primaquine). 

Les symptémes cliniques des réactions allergiques sont conditionnés 
par une utilisation antérieure du médicament et la sensibilisation du 
sujet ; ils sont déterminés par la réaction antigéne-anticorps ; 1’expres- 
sion « réactions de sensibilisation aux médicaments » groupe ces 
réactions. 

Au cours de ce Symposium des études ont été présentées et discutées 
sur : les maladies du sang et de la moelle provoquées par divers médi- 
caments ; le diagnostic de la sensibilisation aux médicaments ; les 
anticorps spécifiques dans l’allergie médicamenteuse ; la_ structure 
chimique et l’action pharmacodynamique des médicaments sensibili- 
sants ; les réactions tissulaires, les maladies du tissu conjonctif, les 


artérites dues a Ja sensibilisation aux médicaments. 
LacG. 
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